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分 子 生物 学 是 生命 科学 发 展 过程 中 诞生 的 一 门 实验 
性 极 强 的 新 兴学 科 。 美国 著名 分 子 生 物 学 家 Robert F. 
Weaver 遵 循 这 一 学 科 发 展 的 特点 ， 于 1999 年 出 版 了 
Molecular Biology 一 书 的 第 一 版 。 全 书 以 原始 研究 论文 
为 基础 ， 通 过 对 实验 的 设计 、 对 结果 的 分 析 而 逐步 展开 
对 分 子 生物 学 理论 的 讲述 ， 文 字 通 俗 流畅 ， 叙 述 由 浅 入 
深 。 随 着 学 科 的 迅速 发 展 ， 几 经 修订 再 版 的 Molecular 
Biology 第 四 版 共有 导论 ,分子 生物 学 方法 ， 原 核 生 
物 、 真 核 生 物 转录 ， 转 录 后 加 工 ， 翻译 ，DNA 复 制 、 重 
组 和 转 座 ， 以 及 基因 组 学 等 8 部 分 24 章 ， 书 后 还 附 有 词汇 表 。 每 一 章节 都 以 提 
出 科学 问题 、 展 开 研 究 过 程 开 始 ， 以 提供 思考 习题 、 推 荐 阅读 文献 结束 ， 理 论 
讲述 逻辑 严密 ， 实 验 过 程 提 炼 清晰 ， 特 色 鲜明 、 内 容 详尽 ， 图 文 并 茂 ， 易 读 易 
记 。 本 书 是 生命 科学 相关 专业 的 本 科 生 、 研 究 生 及 从 事 该 方面 科研 、 教 学 人 员 
不 可 多 得 的 一 本 参考 用 书 。 


生物 分 社 

联系 电话 : 010-64012501 

http://www.lifescience.com.cn 

e-mail:lifescience@mail.sciencep.com 
销售 分 类 建议 ， 生 物 /分 子 生物 学 
http://www.mheducation.com Æ ft: 145.00 元 


生命 科学 名 著 


i 
分 子 生 物 学 
( 原 书 第 四 版 》 
Molecular Biology (4th Edition) 


[ 美 ] Robert F. Weaver 著 
ASM KER RÈL É 兵 ER 


] 字 : 01-2008-0514 号 
内 容 简 介 


分 子 生物 学 是 生命 科学 发 展 过 程 中 诞生 的 一 门 实验 性 极 强 的 新 兴学 科 。 美 国 著名 分 子 生物 
学 家 Robert F. Weaver 遵循 这 一 学 科 发 展 的 特点 ， 于 1999 年 出 版 了 第 一 版 Molecular Biology, 全 
书 以 原始 研究 论文 为 基础 ， 通 过 对 实验 的 设计 、 对 结果 的 分 析 而 逐步 展开 对 分 子 生物 学 理论 
的 讲述 ， 文 字 通 俗 流畅 。 随 着 学 科 的 迅速 发 展 ， 几 经 修订 再 版 的 Molecular Biology 第 四 版 共 
有 导论 ， 分 子 生物 学 方法 ， 原 核 生物 的 转录 ， 真 核 生物 的 转录 ， 转 录 后 加 工 ， 翻 译 ， DNA 复 
制 、 重 组 和 转 座 ， 以 及 基因 组 8 部 分 24 章 ， 书 后 还 附 有 分 子 生物 学 专业 词汇 表 。 每 一 章节 都 
以 提出 科学 问题 、 展 开 研 究 过 程 开始 ， 以 提供 思考 习题 、 推 荐 阅读 文献 结束 ， 理论 讲述 逻辑 
严密 ， 实 验 过 程 提炼 清晰 ， 特 色 鲜明 ， 内 容 详尽 ， 图 文 并 茂 ， 易 读 易 记 。 

Pp LU RERT AEE EE ORT SORES RAO: 教学 人 员 不 可 多 得 的 一 本 优秀 
考 书 。 
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作者 简介 


Robert F. Weaver 出 生 于 美国 堪萨斯 州 的 首府 托 
皮卡 市 ， 在 弗吉尼亚 州 的 阿 灵 顿 地 区 长 大 。1964 年 
在 俄 交 俄 州 的 乌 斯 勒 学 院 获得 化 学 学 士 学 位 。1969 
年 在 杜 克 大 学 获得 生物 化 学 专业 博士 学 位 ， 此 后 他 在 
高 加州 大 学 旧金山 分 校 从事 了 两 年 的 博士 后 研究 工作 ， 
师 从 William J. Rutter 教授 研究 真 核 生 物 RNA 聚合 
酶 的 结构 。 

1971 年 他 受聘 于 堪萨斯 大 学 ， 任 生物 化 学 助理 
教授 ， 后 晋升 为 副教授 ， 并 于 1981 年 任教 授 。 自 
1984 年 以 来 ，Robert F. Weaver 一 直 担 任 生 物化 学 
系 的 系 主任 , 1995 年 开始 担任 文理 学 院 副 院 长 。 

文理 学 院 管辖 14 个 不 同 的 系 和 研究 中 心 ，Wea- 
ver 教 授 分 管 科学 教育 系 和 数学 系 。 作 为 一 位 分 子 生 
物 学 教授 ， 他 主讲 分 子 生物 学 概论 和 肿 净 分 子 生物 学 
两 门 课程 ， 并 指导 本 科 生 和 研究 生 在 实验 室 进行 感染 鳞 翅 目 幼虫 的 杆 状 病毒 分 子 生 物 学 方面 
研究 工作 。 

Weaver 教授 发 表 了 多 篇 科学 论文 ， 他 的 研究 受到 美国 国立 卫生 研究 院 、 美 国 国家 科学 基 
金 和 美国 癌症 协会 的 资助 ， 并 且 他 还 与 同事 一 起 合 著 了 两 本 遗传 学 教科 书 ， 为 《美国 国家 地 
理 杂志 》 撰写 过 两 篇 分 子 生物 学 方面 的 文章 。 作 为 美国 癌症 协会 的 研究 人 员 ， 他 在 欧洲 的 两 
个 实验 室 (瑞士 的 苏黎世 和 英国 的 牛津 大 学 ) 分 别 进行 了 一 年 的 访问 研究 。 


译 者 序 

分 子 生物 学 是 在 分 子 水 平 研究 基因 的 结构 和 功能 的 科学 ， 是 生命 科学 发 展 过 程 中 诞生 的 
一 门 新 兴学 科 ， 特 别 是 随 着 生物 技术 发 展 的 日 新 月 异 ， 分 子 生 物 学 的 理论 也 得 以 迅速 发 展 与 
不 断 完善 。 分 子 生物 学 作为 一 门 实验 性 很 强 的 学 科 ， 它 的 每 一 个 结论 、 每 一 个 概念 都 源 自 研 
究 者 对 大 量 科 学 实验 结果 的 总 结 与 升华 。Robert F. Weaver 博士 的 Molecular Biology 一 书 从 
始 至 终 贯穿 了 分 子 生物 学 这 一 学 科 的 发 展 规律 。 正 如 作者 在 序言 中 开宗明义 地 表明 了 他 的 撰 
HAR: “I really wanted a textbook that presented the concepts of molecular biology, along 
with the experiments that led to those concepts. ”( 译 文 : 我 希望 这 样 的 教科 书 ， 它 能 够 清晰 
地 陈述 分 子 生物 学 的 概念 以 及 提出 这 些 概念 的 实验 .) 也 正 是 基于 这 一 不 同 于 其 他 分 子 生物 学 
教材 的 特点 ， 中 国 科学 院 推荐 这 一 名 著作 为 中 国 科 学 院 研究 生 教学 用 书 ， 科 学 出 版 社 于 2000 
年 以 影印 版 的 方式 第 一 次 出 版 发 行 了 Molecular Biology 一 书 。 在 科学 出 版 社 编辑 的 倡导 下 ， 
译 者 以 导读 版 的 形式 将 Weaver 教授 2005 年 撰 著 的 Molecular Biology 第 三 版 编译 出 版 , 时 隔 
三 年 , Molecular Biology 的 第 四 版 又 问世 了 。 

第 四 版 Molecular Biology 不 仅 对 所 有 章节 的 内 容 进行 了 更 新 ， 补 充 了 学 科 发 展 的 最 新 成 
果 与 进展 ， 而 且 对 全 书 的 图 示 与 图 解 进行 了 更 加 清晰 、 更 为 明了 的 设计 与 阐释 。 全 书 最 大 特 
色 是 ， 对 每 一 个 分 子 生物 学 结论 的 介绍 都 是 通过 对 实验 的 设计 、 对 结果 的 分 析 而 逐步 展开 的 。 
全 书 以 原始 研究 论文 为 基础 ， 文 字 通俗 流畅 ， 叙 述 由 浅 人 深 ， 每 一 章节 都 以 提出 科学 问题 、 
展开 研究 过 程 开始 ， 以 提供 思考 习题 、 推 荐 阅读 文献 结束 ， 很 适合 学 生 的 阅读 与 理解 ， 更 利 
于 知识 的 巩固 与 提高 。 凡 是 认真 学 习 过 Molecular Biology 英文 教材 的 学 生 ， 都 普遍 感到 从 中 
受益 的 不 仅 是 准确 地 掌握 了 分 子 生物 学 的 基本 理论 和 学 科 前 沿 ， 更 为 重要 的 是 得 到 开展 分 子 
生物 学 理论 研究 的 方法 、 思 维 、 逻 辑 与 分 析 的 启迪 ， 以 及 创新 能 力 的 提升 。 

ERX Molecular Biology 第 四 版 的 理论 讲述 逻辑 严密 ， 实 验 过 程 提 炼 清晰 ， 结 论 归纳 严 
谨 准 确 ， 译 者 唯 恕 有 失 作 者 高 超 的 写作 功底 ， 精 彩 的 逻辑 推理 …… 因 此 ， 我 们 不 仅 组 织 了 华 
中 农业 大 学 生命 科学 技术 学 院 、 新 疆 大 学 生命 科学 院 和 东北 林业 大 学 生命 科学 院 一 直 以 
Robert F. Weaver 的 Molecular Biology 一 书 为 教学 参考 书 、 长 期 从 事 分 子 生物 学 教学 的 教师 
以 及 部 分 博士 研究 生 参加 翻译 工作 ,而且 所 有 译 者 都 有 编译 第 三 版 时 通读 原著 全 文 并 精读 部 
分 章节 的 经 历 与 感悟 。 特 别 是 当 Molecular Biology 第 四 版 初 译 稿 完成 后 ， 我 们 又 将 初稿 分 发 
给 在 读 研究 生 ， 征 求 意见 ， 查 找 玻 漏 ， 更 至 完善 。 

然而 由 于 译 者 水 平 有 限 , 时 间 仓 促 , 不 乏 错误 之 处 , 县 望 读 者 建议 指正 。 
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序 音 


本 书 是 分 子 生物 学 的 介绍 性 教程 。 但 什么 是 分 子 生物 学 ? 这 个 难以 琢磨 的 定义 依赖 于 谁 
在 下 定义 。 在 本 书 中 ， 我 认为 分 子 生物 学 是 一 门 在 分 子 水 平 研究 基因 及 其 活性 的 学 科 。 

当 我 还 是 大 学 生 和 研究 生 的 时 候 ， 每 当 老师 强调 实验 的 策略 、 强 调 得 出 科学 结论 的 实验 
结果 与 过 程 而 非 结论 本 身 时 ， 我 就 会 因 探求 科学 奥秘 的 过 程 而 异常 兴奋 ， 激 发 我 特别 努力 地 
学 习 。 因 此 当 我 在 1972 年 开始 讲授 分 子 生物 学 导论 课程 时 ， 就 采用 了 这 种 讲授 策略 ， 并 一 直 
延 用 至 今 。 我 发 现 学 生 也 像 我 当年 一 样 反应 积极 。 

然而 ， 这 种 方法 存在 的 一 个 问题 是 没有 一 本 教科 书 能 像 我 想 做 的 那样 ， 强 调 实验 数据 的 
重要 性 ， 因 此 我 尝试 通过 指定 阅读 文献 来 代替 教科 书 。 虽 然 这 一 方式 完全 适用 于 高 级 课程 的 
讲授 ， 但 对 分 子 生物 学 的 初级 课程 来 说 ， 效 率 却 相对 较 低 ， 并 且 也 不 实用 。 为 了 改进 这 一 过 
程 ， 我 把 要 讲解 的 数据 以 手绘 卡通 图 片 的 形式 来 充实 推荐 阅读 的 文献 ， 将 文章 中 的 图 和 表 做 
成 透明 胶片 ， 但 我 还 是 希望 有 一 本 教科 书 在 给 出 分 子 生物 学 概念 的 同时 ， 能 介绍 得 出 这 些 概 
念 的 实验 ， 并 且 清楚 地 向 学 生 解 释 实验 和 概念 之 间 的 关系 。 然 而 ， 最 终 我 意识 到 获得 这 种 书 
的 最 好 办 法 是 自己 来 编写 。 我 曾经 成 功 地 参与 编写 过 一 本 有 关 遗 传 学 导论 的 教科 书 ， 在 那 本 
书 中 我 尽量 采取 了 从 实验 人 手 的 思路 进行 编写 。 这 一 经 历 也 给 了 我 勇气 去 尝试 自己 写 一 本 书 ， 
并 将 这 一 思路 作为 本 书 的 一 个 创新 性 的 探索 。 


章节 安排 


本 书 开始 的 4 章 ， 对 大 多 数学 生来 讲 是 个 回顾 。 第 1 章 是 遗传 学 发 展 简 史 ， 第 2 章 讨论 
DNA 的 结构 和 化 学 性 质 ， 第 3 章 是 基因 表达 概述 ， 第 4 章 介 绍 基因 克隆 的 具体 细节 。 这 些 内 
容 是 大 多 数 分 子 生物 学 学 生 在 遗传 学 导论 课程 中 已 经 学 习 过 的 ， 但 分 子 生物 学 学 生 仍 然 需要 
掌握 这 些 概念 ， 也 需要 知识 更 新 。 我 在 课堂 不 专门 讲授 这 几 章 ， 而 是 建议 学 生 如 果 需 要 可 以 
参考 。 

第 5 章 介绍 了 几 种 分 子 生物 学 常用 的 技术 。 要 想 在 一 章 中 涵盖 本 书 所 描述 的 所 有 技术 是 
不 可 能 的 ， 所 以 我 试图 概括 最 普通 的 ， 或 少数 情况 下 书 中 其 他 地 方 没有 提 及 的 最 有 价值 的 技 
术 。 我 在 讲课 时 ， 没 有 按 书 的 内 容 讲 第 5 章 ， 而 是 在 以 后 的 章节 中 当 首次 遇 到 某 个 技术 时 才 
让 学 生 查阅 ， 这 样 做 可 使 学 生 避 免 对 接二连三 的 技术 感到 厌倦 。 我 也 意识 到 在 这 些 技术 中 包 
含 着 一 些 十 分 复杂 的 概念 ， 学 生 只 有 在 获得 更 多 分 子 生物 学 的 实践 后 才能 有 更 深刻 的 理解 和 
感悟 。 

第 6 一 9 章 介绍 原核 生物 的 转录 。 第 6 章 介绍 基本 的 转录 装置 ， 包 括 启动 子 、 终 止 子 
RNA 聚合 酶 ， 展 示 转 录 是 如 何 启动 、 延 伸 和 终止 的 。 第 7 章 介 绍 在 三 种 不 同 操纵 子 中 转录 的 
调控 。 第 8 章 介绍 细菌 和 叭 菌 体 如 何在 同一 个 时 间 控制 多 个 基因 的 转录 ， 如 它们 常常 通过 提 
供 不 同 的 o 因子 来 控制 这 一 转录 过 程 。 第 9 章 讨论 细菌 的 DNA 结合 蛋白 多 数 为 螺旋 -转角 - 
螺旋 蛋白 ) SIH DNA 的 相互 作用 。 

第 10 一 13 章 描 述 真 核 生物 的 转录 控制 。 其 中 ,第 10 章 涉及 3 种 真 核 生物 RNA 聚合 酶 及 
其 所 识别 的 启动 子 。 第 11 章 介绍 与 3 种 RNA 聚合 酶 协作 的 通用 转录 因子 ， 指 出 TATA 
盒 -结合 蛋白 的 一 致 性 规律 ， 它 们 参与 所 有 3 种 聚合 酶 的 转录 。 第 12 章 解释 了 基因 特异 性 转 
录 因 子 或 激活 因子 的 功能 ， 还 介绍 了 几 种 代表 性 激活 因子 的 结构 ， 显 示 它 们 如 何 与 其 寺 DNA 
相互 作用 。 第 13 章 描述 真 核 生物 染色 质 的 结构 ， 显 示 激活 物 如 何 与 组 蛋白 相互 作用 激活 或 抑 
制 转录 。 
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第 14 一 16 章 介绍 真 核 生 物 的 转录 后 加 工 。 其 中 ， 第 14 章 是 关于 RNA 剪接 的 ; 第 15 章 
描述 加 帽 和 多 聚 腺 苷 酸化 ;第 16 章 介绍 一 个 令 人 着 迷 的 “其 他 转录 后 事件 ”的 综观 ， 包 括 
rRNA 和 tRNA 加 工 、 反 式 剪 接 和 RNA 编辑 。 第 16 章 也 讨论 3 种 基因 表达 的 转录 后 调控 ， 
ORNA 干涉 ; OWP mRNA 的 稳定 性 (以 转 铁 蛋 白 受 体 基因 为 引发 例子 ); @micro RNA 
实施 的 调控 。 

第 17 一 19 章 描述 在 细菌 和 真 核 生物 中 的 翻译 过 程 。 其 中 ,第 17 章 涉及 翻译 的 起 始 ， 包 
括 翻 译 起 始 的 控制 ， 第 18 章 讲述 多 上 肽 是 如 何 延 伸 的 ， 重 点 是 在 细菌 中 的 延伸 ;第 19 章 介绍 
翻译 过 程 中 核糖 体 和 tRNA 这 两 个 关键 因子 的 结构 和 功能 。 

第 20~23 章 阐述 DNA 复制 、 重 组 和 转 座 的 机 制 。 其 中 ， 第 20 章 介绍 DNA 复制 和 修复 
的 基本 机 制 ， 以 及 复制 过 程 的 有 关 蛋 白质 〈 包 括 DNA 聚合 酶 等 )。 第 21 章 详 述 在 细菌 和 真 
核 生 物 中 DNA 复制 的 起 始 、 延 伸 和 终止 步骤 。 第 22 章 和 第 23 章 描 述 细胞 中 自然 发 生 的 
DNA 重 排 。 第 22 章 讨论 同 源 重组 ， 第 23 章 涉 及 转 座 。 

第 24 章 介绍 基因 组 学 和 蛋白质 组 学 的 概念 。 该 章 以 一 个 古老 的 基因 图 位 克隆 故事 开始 ， 
故事 涉及 利用 人 类 基因 组 信息 〈 或 其 他 基因 组 )， 对 Huntington 疾病 基因 采用 较为 漫长 、 枯 
燥 而 且 相 对 简单 的 图 位 克隆 策略 进行 定位 的 过 程 。 


第 四 版 新 增 内 容 


第 三 版 出 版 以 来 ， 分 子 生物 学 最 突出 的 发 展 是 对 非 编码 RNA 重要 性 的 认识 ， 如 microRNA 
(miRNA) 调控 真 核 基因 的 表达 。 我 相应 地 在 第 16 章 中 加 入 了 新 的 一 节 ， 展 示 miRNA 如 何 
像 siRNA 一 样 引起 目标 mRNA 的 降解 ， 或 抑制 目标 mRNA 的 翻译 但 不 破坏 mRNA, 

这 一 版 还 介绍 了 核糖 体 开 关 ， 结 合 到 小 分 子 上 的 mRNA 片段 通过 改变 RNA 构象 做 出 响 
应 ， 从 而 控制 翻译 。 在 第 7 章 中 会 看 到 一 个 例子 ， 小 分 子 结合 到 新 生 mRNA 的 核糖 体 开关 
上 ， 迫 使 其 形成 终止 子 ， 中 断 该 mRNA 的 合成 。 在 第 17 章 还 会 看 到 另 一 个 例子 ， 其 中 小 分 
子 结合 到 mRNA 的 核糖 体 开 关上 引起 mRNA 构象 的 改变 ， 进 而 隐藏 核糖 体 结合 位 点 ， 阻 断 
翻译 过 程 。 

第 四 版 的 所 有 各 章 除 导论 部 分 外 都 进行 了 更 新 ， 补 充 了 新 信息 ， 以 下 是 几 个 重点 。 

第 10 He. 与 DNA 结合 的 RNA RARS I 的 X 射线 晶体 学 揭示 了 聚合 酶 分 离 新 生 RNA 
与 其 DNA 模板 的 作用 。12 亚 基 的 RNA 聚合 酶 I 首次 被 结晶 出 来 。 这 一 完整 的 晶体 结构 显 
示 存 在 一 个 能 让 DNA 单 链 分 子 进出 的 较 深 的 裂 颖 。 这 表明 DNA 必须 解 链 ， 以 使 模板 链 能 进 
人 活性 位 点 。 

第 11 章 : 对 TFIIB RAM I 复合 物 的 结构 学 研究 显示 ，TFIIB 通过 其 C 端 结构 域 在 
TATA 框 与 TBP 结合 ， 而 聚合 酶 I 则 是 通过 其 N 端 。 这 一 -搭桥 作用 保证 了 聚合 酶 活性 中 心 
能 粗略 地 定位 在 TATA 框 下 游 25bp 处 。 

第 13 章 : 虽然 我 们 还 不 很 清楚 染色 质 重 构 的 细微 未 节 ， 但 现 已 知道 被 催化 的 核 小 体重 构 
过 程 涉及 与 核 小 体 DNA 结合 的 核心 组 蛋白 的 不 同 构象 的 形成 。 这 与 未 催化 的 暴露 在 核 小 体 
中 ， 或 核 小 体 简单 地 沿 一 段 DNA 滑动 相反 。 我 们 对 30nm 纤 丝 的 结构 也 有 了 新 的 认识 ， 四 聚 
核 小 体 的 晶体 结构 由 双 操 核 小 体 组 成 ， 两 押 之 间 以 Z 字形 DNA 连接 。 这 种 排列 与 螺 线 管 模 
型 及 其 他 关于 30nm 纤 丝 的 模型 都 不 同 ， 但 与 交 联 体 、 双 起 始 螺旋 一 致 ， 即 核 小 体 的 两 摆 在 
左手 双 螺 旋 上 可 以 相互 缠绕 。 

第 14 章 : 高 等 真 核 生物 中 选择 性 剪 切 是 一 个 普遍 现象 ， 它 提供 了 一 种 由 相同 基因 产生 更 
多 蛋白 质 产物 的 方式 ， 以 及 细胞 内 基因 表达 调控 的 方式 。 选择 性 剪 切 的 控制 由 结合 到 剪 切 位 
点 和 分 支 位 点 的 剪 切 因子 实施 ， 也 由 那些 与 外 显 子 剪 切 增强 子 (ESE) 、 外 显 子 剪 切 沉默 子 
CESS) 和 内 含 子 沉默 元 件 相互 作用 的 蛋白 质 实施 。 
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第 16 章 : 除了 在 miRNA 方面 的 新 内 容 以 外 ， 这 一 章 还 包括 RNA 机 制 的 新 信息 。 具 体 
来 讲 ， 作 为 RNA 切割 酶 〈slicer) 切割 目标 mRNA 的 蛋白 质 ， 现 已 鉴定 为 Argonaute2， 是 
一 种 最 小 的 RISC， 只 由 Argonaute 蛋白 Ago2 和 siRNA 组 成 ， 关 于 RISC 组 装 的 新 信息 也 进 
行 了 介绍 。 

第 17 章 : 除了 关于 由 核糖 体 开关 控制 的 原核 生物 翻译 起 始 的 新 内 容 以 外 ， 还 给 出 了 
microRNA 对 真 核 生物 翻译 起 始 调控 的 模型 。 

第 18 章 : 该 章 讨论 了 稀有 硒 代 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 分 别 响应 终止 密码 子 UGA 和 
UAG 而 掺 入 到 延伸 的 多 肽 中 的 过 程 ， 也 讨论 了 一 种 称 作 激 发 因子 的 原核 蛋白 ， 它 与 核糖 体 联 
合 ， 俘 获 从 核糖 体 的 出 口 通道 出 现 的 新 生 多 肽 ， 以 此 保护 新 生 多 肽 的 朴 水 区 直到 出 现 合适 的 
能 与 之 结合 的 搭档 为 止 。 

第 19 章 : 该 章 给 出 了 P 位 点 tRNA 2 -羟基 在 转 肽 作用 中 的 化 学 参与 。 还 讨论 了 E. coli 
核糖 体 的 第 一 个 晶体 结构 ， 揭 示 了 30S 颗粒 头 部 的 扭转 与 移 位 的 可 能 关系 。 

第 20 章 : 该 章 介绍 了 两 种 新 的 碱 基 切除 修复 (DNA 中 8- 羟 基 鸟 嘎 叭 的 修复 ) 机 制 。 

第 22 章 : 讨论 Spoll 在 引发 并 共 价 结合 到 双 链 DNA 之 后 ， 从 DSB 与 12 一 27nt WAH 
酸 复合 物 中 的 释放 。Spoll 的 切割 看 起 来 是 非 对 称 的 ， 提 示 了 随后 的 Holliday 联接 体形 成 的 
机 制 。 

第 24 章 : 基因 组 学 、 蛋 白质 组 学 及 生物 信息 学 领域 正 以 爆炸 性 的 速度 增长 。 相 应 地 ， 第 
24 章 在 第 四 版 中 是 更 新 最 彻底 的 一 章 ， 名 称 也 改变 了 ， 以 便 包 括 生物 信息 学 的 内 容 和 反映 这 
个 新 领域 的 重要 性 。 该 章 更 新 的 一 些 重点 包括 以 下 内 容 : 全 基因 组 转录 图 谱 ， 高 分 辩 率 的 
转录 物 作 图 ， 染 色 体 的 具体 位 点 。 这 一 研究 已 揭示 出 非 编 码 RNA 的 丰富 性 ， 包 括 真 核 细胞 
中 的 非 多 聚 腺 苷 酸化 RNA。Q@RNAi 分 析 ，RNAi 用 于 在 基因 组 范围 的 基础 上 抑制 基因 表达 
及 抑制 效果 的 分 析 。@ 组 织 特异 性 表达 概况 ， 这 种 表达 状况 可 通过 检测 由 外 源 miRNA 的 干 
扰 而 降低 表达 水 平 的 mRNA 谱 而 获得 。@@ 国 际 HapMap 协会 已 经 发 表 了 单 倍 型 图 谱 ， 包 括 
100 万 个 人 类 SNP， 这 些 SNP 是 通过 对 4 个 有 明显 地 域 差 异 的 人 类 种 群 进行 269 个 DNA 样 
本 的 基因 分 型 后 获得 的 。@ 科 学 家 利用 生物 信息 学 技术 已 经 发 现 了 4 种 哺乳 动物 (包括 人 类 ) 
启动 子 区 和 3'-UTR 区 的 高 度 保守 的 序列 。 启 动 子 区 的 基 序 可 能 为 转录 因子 提供 了 结合 位 点 。 
3'-UTR 区 的 多 数 基 序 可 能 为 miRNA 提供 了 结合 位 点 。@ 已 完成 的 人 类 基因 组 草图 是 一 个 伟大 
的 成 就 ， 讨 论 了 这 一 成 就 的 重要 性 。 讨 论 了 人 类 X 染色 体 的 特征 ， 该 染色 体 与 人 类 疾病 有 关 。 
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第 1 章 分 子 生物 学 简 史 


现 豆 植株 ， 孟 德尔 的 遗传 学 研究 实验 材料 。Holt Studios International 
(Nigel Cattlin) /Photo Researchers, Inc. 


什么 是 分 子 生物 学 ? 这 个 术语 有 多 种 定义 。 广 
义 的 定义 是 在 分 子 水 平 解释 生物 学 现象 ， 但 这 种 定 
义 难以 与 生物 化 学 区 分 。 另 一 种 更 为 严格 ， 因 而 也 
更 为 有 用 的 定义 是 指 在 分 子 水 平 研究 基因 的 结构 和 
功能 ， 本 书 将 从 分 子 水 平 解释 基因 及 其 活性 Cactivi- 
ty). 

分 子 生物 学 源 于 遗传 学 和 生物 化 学 。 本章 从 19 
世纪 中 期 备 德 尔 最 早 的 遗传 学 实验 开始 ， 回 顾 这 门 
交叉 学 科 的 早期 发 展 史 。 第 2、3 章 将 充实 这 一 简要 
的 发 展 轮 贸 。 由 于 早期 的 遗传 学 家 还 不 知道 基因 的 
分 子 本 质 ， 根 据 定 义 对 基因 的 早期 研究 不 能 归 人 分 
子 生物 学 或 分 子 遗 传 学 ， 代 之 于 称 其 为 传递 遗传 学 
(transmission genetics)， 研 究 遗 传 性 状 从 亲本 向 子 
代 的 传递 。 到 1944 年 基因 的 化 学 组 成 搞 清楚 后 ， 将 
基因 作为 分 子 进行 研究 才 成 为 可 能 ， 分 子 生物 学 得 
以 诞生 。 


1.1 传递 遗传 学 


1865 年 , 孟 德 尔 (Gregor Mendel) (图 1.1) 发 
ROM HG 7 个 遗传 性 状 的 研究 结果 。 在 孟 德尔 的 
研究 之 前 ， 科 学 家 认为 遗传 是 以 双亲 性 状 在 子 代 混 
合 的 方式 发 生 的 ， 但 孟 德尔 推断 遗传 是 颗粒 式 的 
《particulate) ， 即 每 个 亲本 将 颗粒 或 者 遗传 单位 传 给 
子 代 。 我 们 现在 称 这 些 颗粒 为 基因 (gene)。 通 过 仔 
细 计 算 具 有 一 定 表 型 (phenotype) 或 可 观察 特征 
《如 黄色 种 子 、 白 色 花 条 等 ) 的 后 代 植 株数 ， 孟 德尔 


p 


图 1.1 KBAR, (Source: Courtesy of Dept. 
of Library Services/American Museum of 
Natural History, Neg. no, 219467. ) 


得 出 一 些 重要 结论 。 表 型 (phenotype) 一 词 来 源 于 
相同 的 希腊 语词 根 phenomenon， 意 思 是 外 表 。 高 秆 
MARRARA. 表 型 一 词 也 指 生 物体 的 所 有 可 
观察 的 特征 。 


重 德 尔 的 遗传 定律 


孟 德尔 观察 到 一 个 基因 能 以 不 同 的 形式 存在 ， 
叫做 等 位 基因 (allele)。 例 如 ， 怠 豆 种 子 有 黄色 或 
绿色 ， 控 制 种 子 颜色 的 一 个 等 位 基因 产生 黄色 种 子 ， 
另 一 个 则 产生 绿色 种 子 。 相 对 于 隐 性 (recessive) 
等 位 基因 ， 另 一 个 等 位 基因 是 显 性 的 〈dominant) 。 
孟 德尔 证 明黄 色 种 子 的 等 位 基因 是 显 性 的 ， 用 绿 驶 

sis 


BHMMG RA, FAL (first filial generation) 
CF) 种 子 全 部 为 黄色 ， 但 是 让 这 些 子 一 代 (F) 黄 
BU AH, MHM—-MRRBS. EFR (F) 
中 黄色 与 绿色 的 比例 非常 接近 3 : 1。 

filial 一 词 来 源 于 拉丁 文 filius ULF) 和 filia 
(女儿 )， 因 此 ，F' 代 包 括 了 亲本 所 有 后 代 的 信息 。 
FOR (F) EFA F) 个 体 的 后 代 。 

和 孟 德 尔 相信 绿色 等 位 基因 一 定 被 保存 在 F; 代 ， 
虽然 它 不 影响 Fi 种子 的 颜色 。 其 解释 是 : 至 少 对 他 
正在 研究 的 性 状 来 讲 ， 每 个 亲本 植株 携带 两 拷贝 的 
基因 ， 即 亲本 是 二 倍 体 〈diploid) 。 根 据 这 个 概念 ， 
纯 合 子 〈homozygote) 具有 两 拷贝 的 相同 等 位 基因 ， 
两 个 黄色 等 位 基因 或 两 个 绿色 等 位 基因 。 杂 合子 
(heterozygote) 的 每 个 等 位 基因 只 有 一 拷贝 。 父 本 
与 母 本 在 第 一 次 杂交 之 前 都 是 纯 合子 ， 所 产生 的 F' 
代 醇 豆 都 是 杂 合子 。 此 外 ， 备 德尔 推断 生殖 细胞 只 
含 一 个 拷贝 的 基因 ， 即 生殖 细胞 是 单 倍 体 Chap- 
loid)。 因 此 ， 纯 合子 产生 只 含 一 个 等 位 基因 的 生殖 
细胞 或 配子 〈gamete) ， 而 杂 合 子 可 产生 含 任 一 等 位 
基因 的 配子 。 

RD GRD AZT, HERA TMH AT 
色 基 因 的 配子 ， 绿 色 亲 本 贡献 带 有 绿色 基因 的 配子 。 
所 有 F 代 跤 豆 都 有 一 个 黄色 等 位 基因 和 一 个 绿色 等 
位 基因 ， 它 们 根本 没有 丢失 绿色 基因 ， 但 因为 黄色 
是 显 性 基因 ， 因 而 所 有 种 子 都 显 黄色 。 当 这 些 杂 合 
驴 豆 自 交 时 ， 产 生 相 同 数目 的 黄色 配子 和 绿色 配子 ， 
使 绿色 表 型 得 以 重 现 。 

现在 来 分 析 一 下 上 述 过 程 是 怎样 发 生 的 。 假 设 
HEART, ERRTEA HRY HARER 
弹子 。 如 果 每 次 从 一 个 绕 子 里 取出 一 颗 弹 子 ， 同 时 
从 另 一 个 袋子 里 也 取出 一 颗 弹子 配 成 一 对 。 可 得 出 
以 下 结果 ，1/4 黄 / 黄 、1/4 绿 / 绿 、 其 余 1/2 黄 / 绿 。 
驴 豆 的 黄色 和 绿色 等 位 基因 以 相同 的 方式 进行 配对 。 
黄色 是 显 性 基因 ， 只 能 看 到 1/4 的 子 代 〈 绿 / 绿 ) 是 
绿色 ， 其 余 3/4 为 黄色 ， 因 为 它们 至 少 有 一 个 黄色 
等 位 基因 。 因 此 ， 在 子 二 代 〈F: ) RDS 
的 比例 是 3: 1。 

孟 德 尔 通过 对 7 个 不 同性 状 的 研究 还 发 现 这 些 
基因 是 相互 独立 发 挥 作用 的 。 因此， 两 对 等 位 基因 
MA AN EMR ABTS SE. He, 
黄色 和 人 饱满 为 显 性 ， 绿 色 和 皱 缩 为 隐 性 ) 所 产生 黄 
色 / 饱 满 、 黄 色 / 皱 缩 、 绿 色 / 人 饱满、 绿色 / 皱 缩 的 比 
率 分 别 为 9: 3: 3 : 1。 服 从 孟 德 尔 所 发 现 的 简单 规 
律 的 遗传 学 称 为 孟 德尔 遗传 (Mendelian inherit- 
ance), 

小 结 ”基因 以 不 同形 式 或 等 位 基因 存在 。 一 
对 等 位 基因 中 ， 一 个 是 显 性 的 ， 另 一 个 是 隐 性 的 。 
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因此 ， 杂 合子 含有 基因 的 两 个 不 同等 位 基因 , 通 
常 表现 由 显 性 等 位 基因 决定 的 性 状 ， 隐 性 等 位 基 
因 并 没有 丢失 ， 当 与 另 一 个 隐 性 等 位 基因 配对 成 
纯 合 子 时 可 发 挥 作用 。 
遗传 的 染色 体 理 论 

孟 德尔 研究 的 价值 在 当时 未 受到 其 他 科学 家 的 
理解 和 重视 ， 直 到 1900 年 三 位 植物 学 家 各 自 独立 研 
究 都 得 出 与 孟 德尔 相似 的 结论 后 ， 人 们 才 重 新 发 现 
和 孟 德 尔 的 研究 价值 。 

1900 年 之 后 ， 多 数 遗 传 学 家 都 接受 了 基因 的 颗 
粒 特性 ， 遗 传 学 开始 发 展 起 来 。 对 染色 体 性 质 的 不 
断 了 解 促使 遗传 学 家 更 容易 接受 孟 德 尔 理 论 ， 染 色 
体 理论 始 于 19 世纪 后 半 叶 。 y 

和 孟 德 尔 推测 配子 只 携带 每 对 等 位 基因 中 的 一 个 。 
如 果 染 色 体 携带 基因 ， 那 么 在 配子 体 中 染色 体 的 数 
目 应 该 减 半 ， 事 实 确实 如 此 。 因 此 ， 染 色 体 是 承载 
基因 的 不 连续 物理 实体 。 

染色 体 携带 基因 的 观点 就 是 遗传 的 染色 体 理论 
(chromosome theory of inheritance)， 这 是 遗传 学 思 
维 的 重要 新 阶段 。 基 因 不 再 是 无 实体 的 因子 ， 而 是 
细胞 核 中 的 可 见 物 质 。 但 是 一 些 遗 传 学 家 ， 特 别 是 
摩尔 根 (Thomas Hunt Morgan) (图 1. 2)， 对 这 一 
观点 持 怀疑 态度 。 有 意思 的 是 1910 年 摩尔 根本 人 却 
为 染色 体 学 说 提供 了 第 一 个 决定 性 的 证 据 。 


图 1.2 摩尔 根 。 (Source: National Library of 
Medicine. ) 


摩尔 根 以 果 蜗 (Drosophila melanogaster) 为 实 
验 材 料 。 果 蝇 具 有 个 体 小 、 世 代 周 期 短 、 后 代数 量 
多 等 优点 ， 在 许多 方面 比 皆 豆 更 适合 做 遗传 学 研究 。 
将 红眼 果 蝇 〈 显 性 ) 与 白眼 果 蝇 〈 隐 性 ) 杂交 ， 大 
部 分 F, 代为 红眼 的 。 用 Fi 代 的 雄性 红眼 与 其 红眼 
姐妹 杂交 后 ， 产 生 约 1/4 的 梭 性 白眼 ， 而 不 是 肉 性 


FUR, RA. 眼色 表 型 是 性 连锁 的 (sex- 
linked) ， 随 性 别 一 起 遗传 。 为 什么 会 这 样 呢 ? 

我 们 现在 知道 ， 性 别 和 眼色 一 起 传递 是 因为 控 
制 这 些 性 状 的 基因 都 位 于 同一 条 X 染色 体 上 。 大 部 
分 染色 体 叫 做 常 染色 体 〈autosome) ， 在 个 体 中 成 对 
出 现 , 但 X 染色 体 是 一 种 性 染色 体 (sex chromo- 
some), ERRANEN X 染色 体 ， 而 雄 果 蝇 只 有 
一 拷贝 。 摩 尔 根 不 愿意 得 出 这 一 结论 ， 直 到 同年 在 
另外 两 个 表 型 〈 残 起 和 黄体 色 ) 中 也 观察 到 相同 的 
性 连锁 现象 ， 才 足以 说 服 他 接受 遗传 染色 体 理论 的 
正确 性 。 

在 结束 这 个 话题 之 前 ， 还 要 指出 两 点 。 第 一 ， 
每 个 基因 在 染色 体 上 都 有 其 位 置 或 基因 座 (locus). 
图 1.3 是 假想 的 染色 体 及 其 3 个 基因 A、B、C 的 位 
E. B, 像 人 类 这 样 的 二 售 体 生物 ， 所 有 染色 体 
(性 染色 体 除外 ) 通常 是 两 拷贝 的 ， 意 味 着 它们 的 大 
部 分 基因 是 两 拷贝 的 。 如 果 这 两 个 拷贝 是 相同 的 等 
位 基因 ， 则 生物 体 是 纯 合 的 《homozygous) ， 否 则 是 
杂 合 的 〈heterozygous)。 图 1. 3b SAR — ARPA te tk 
TE (Aa) 基因 座 有 不 同 的 等 位 基因 ， 在 另外 两 个 基 
因 座 (BB 和 cc) 有 相同 的 等 位 基因 ， 其 基因 型 
(genotype) 或 等 位 基因 构成 是 AaBBcc。 该 生物 的 
两 条 染色 体 在 座位 A 有 两 个 不 同 的 等 位 基因 〈A 和 
4)， 所 以 在 A 座位 是 杂 合 的 〈 和 希腊 文 ，herero， 意 
思 是 不 同 ) ,在 B 座 位 有 相同 的 显 性 等 位 基因 B， 所 
以 在 B 座 位 是 显 性 纯 合 的 希腊 文 ， homo， 意 思 是 
相同 )。 两 条 染色 体 的 C 座位 有 相同 的 隐 性 等 位 基 
因 c， 因 此 在 C 座 位 是 隐 性 纯 合 的 。 由 于 A 相对 于 a 
是 显 性 的 ， 所 以 该 个 体 在 A、B 座位 是 显 性 表 型 ， 
在 C 座位 是 隐 性 表 型 。 


A A a 

B B B 

c c c 
(a) (b) 


图 1.3 基因 在 染色 体 上 的 位 置 。(a) 染色 体 
示意 图 ,给 出 了 3 个 基因 的 座位 A、B 和 Ci 
(b) 双 倍 体 成 对 染色 体 示意 图 ， 显示 了 3 个 
基因 A、B、C 各 自 的 座位 ， 以 及 在 每 个 座位 
的 基因 型 (ARa; B 或 b; C 或 c)。 


讨论 果 蝇 的 表 型 变异 使 我 们 有 机 会 介绍 另 一 个 
重要 遗传 学 概念 : FEM (wildtype) 和 突变 型 
(mutant) 。 野 生 型 表 型 是 最 普通 (至 少 是 普遍 接受 ) 
的 标准 表 型 。 为 避免 野生 个 体 自然 就 是 野生 型 的 错 
觉 ， 有 些 遗 传 学 家 喜欢 用 标准 型 (standard type). 
在 果 蝇 中 ， 红 眼 和 全 翅 是 野生 型 。 白 眼 Chite, w) 
AUB (miniature, m) 基因 突变 分 别 导致 了 白眼 
和 残 翅 果 蝇 。 突 变 的 等 位 基因 通常 是 隐 性 的 ， 但 不 
能 一 概 而 论 。 
ihe Ein Fok + Bit 

在 遗传 实验 中 位 于 不 同 染色 体 上 的 基因 独立 遗 
传 ， 而 同一 染色 体 上 的 基因 如 残 翅 Cm) 和 白眼 
《w) 表现 出 连锁 。 但 是 ， 在 同一 染色 体 上 的 基因 通 
常 并 不 显示 完全 的 遗传 连锁 (genetic linkage), 这 一 
现象 是 摩尔 根 在 检测 性 连锁 基因 的 行为 时 发 现 的 。 
PAM, mH w 都 在 X 染 色 体 上 ， 但 是 它们 的 后 代 中 
只 有 65.5% 保 留连 锁 ， 共 他 后 代 则 产生 了 在 亲本 中 
不 存在 的 新 等 位 基因 组 合 ， 称 为 重组 体 (recombi- 
nant), 

重组 体 是 如 何 产生 的 呢 ? 答案 在 1910 年 就 有 
了 。 对 减 数 分 裂 meiosis) (配子 形成 ) 的 显 微 观察 
发 现 同 源 染 色 体 (homologous chromosome) (HAF 
相同 基因 ， 或 相同 基因 的 等 位 基因 ) 之 间 发 生 了 交 
换 (crossing) ， 导 致 两 个 同 源 染色 体 之 间 的 基因 交 
换 。 上 例 中 ， 卵 子 形成 过 程 中 带 有 m 和 ww 等 位 基因 
的 义 染色 体 与 另 一 个 带 有 红眼 正常 起 等 位 基因 的 X 
染色 体 发 生 交 换 (图 1.4)。 由 于 产生 了 等 位 基因 的 
新 组 合 ， 所 以 我 们 称 这 个 过 程 为 重组 (recombina 


tion), 


m w m w 
d 
m WTR m w 
ks Com 
图 1.4 RMP, GRMN XW 
色 体 。 一 条 携带 两 个 野生 型 基因 ， 产 生 正常 翅 
(m*) 和 红眼 (w* )。 另 一 条 携带 两 个 突变 基 
W, PR (m) 和 白眼 〈w)。 孵 形成 过 程 
中 ， 如 交叉 直线 所 示 两 条 染色 体 的 两 个 基因 之 间 
发 生 重组 或 联 会 。 结果 产生 两 条 重组 染色 体 ， 一 
个 是 m* tw， 另 一 个 是 mt., 


兰 尔 根 推测 基因 在 染色 体 上 呈 线 性 排列 ， 就 像 
用 线 穿 起 来 的 珠子 。 根 据 他 对 重组 的 了 解 ， 摩 尔 根 
认为 ， 同 一 染色 体 上 的 两 个 基因 相隔 越 远 ， 它 们 被 
重组 的 可 能 性 越 大 。 因 为 相隔 远 的 基因 之 间 有 更 大 
HEMER. A H. Sturtevant 拓展 了 这 个 假 
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设 , 认为 一 条 染色 体 上 两 个 基因 相隔 的 距离 与 它们 
之 间 的 重组 率 有 一 定 的 数学 关系 。Sturtevant 收集 
了 果 蜗 重组 的 数据 来 支持 其 假设 ， 并 建立 了 至 今 仍 
在 使 用 的 遗传 作 图 (genetic mapping) 技术 的 基本 
原理 。 简 单 地 讲 ， 如 果 两 个 位 点 重组 的 频率 是 1%， 
则 定义 它们 相距 一 个 厘 摩 〈cenrimorgan) (以 摩尔 根 
命名 )。 到 20 世纪 30 年 代 ， 该 原理 也 被 发 现 适 用 于 
其 他 真 核 生 物 (eukaryote) 〈 具 有 细胞 核 的 生物 )， 
包括 链 孢 基 、 驴 豆 、 玉 米 甚至 人 ， 以 及 无 细胞 核 的 
原核 生物 prokaryote， 遗传 物质 不 限制 在 核 中 )。 
重组 的 物理 学 证 据 

Barbara McClintok (图 1.5) 和 Harriet Creight- 
on 在 1931 年 提供 了 重组 的 直接 物理 学 证 明 。 通 过 
对 玉米 染色 体 的 显 微 观察 ， 他 们 检测 到 特定 染色 体 
上 两 个 易 鉴别 特征 一端 有 节 ， 另 一 端 是 长 的 伸展 ) 
间 的 重组 。 而 且 这 种 物理 重组 也 能 从 遗传 学 上 检测 
到 。 由 此 建立 了 染色 体 的 一 段 区 域 与 某 个 基因 相对 
应 的 直接 关系 。 不久，Curt Stern 在 果 蝇 上 也 观察 
到 同样 现象 。 因 此 ， 在 动 植物 中 都 能 对 重组 做 出 物 
理学 和 遗传 学 上 的 检测 。 


图 1.5 Barbara. (Source; Bettmann Archive/ 
Corbis. ) 


小 结 ” 遗 传 的 染色 体 理论 指出 基因 在 染色 体 
上 星 线性 分 布 。 有 些 性 状 可 共同 遗传 的 原因 是 控 
制 这 些 性 状 的 基因 位 于 同一 条 染色 体 上 。 然 而 
在 减 数 分 裂 期 两 条 同 源 染 色 体 之 间 的 重组 使 亲 代 
的 等 位 基因 混杂 产生 了 非 亲 代 重组 。 同 一 染色 体 
上 的 两 个 基因 相距 越 远 ， 产 生 重组 的 可 能 性 越 大 。 


1.2 ”分子 遗传 学 


通过 以 上 讨论 我 们 了 解 到 关于 基因 传递 、 染 色 

体 上 基因 定位 的 重要 内 容 ， 但 这 些 工 作 没有 告诉 我 

们 基因 由 什么 构成 、 怎 样 发 挥 作 用 。 这 些 问题 属于 
o4e 


分 于 遗传 学 领域 ， 该 领域 也 根植 于 孟 德 尔 时 代 。 
DNA 的 发 现 


1869 年 ，Friedrich Miescher (图 1.6) 在 细胞 
核 中 发 现 了 一 种 混合 物 ， 并 将 其 称 为 核 素 Cucle- 
in)， 其 主要 成 分 是 脱氧 核糖 核酸 (deoxyribonucleic 
acid) (DNA). 3) 19 世纪末， 化 学 家 已 经 知道 了 
DNA 及 相关 化 合 物 核糖 核酸 〈ribonucleic acid) 
(RNA) 的 一 般 结构 。 两 者 都 是 长 的 聚合 物 ， 即 由 
小 分 子 化 合 物 核 苷 酸 组 成 的 链 状 结构 。 每 个 核 背 酸 
由 一 个 糖 、 一 个 磷酸 基 团 和 一 个 碱 基 组 成 。 糖 基 彼 
此 通过 磷酸 二 酯 键 相 互 连 接 形成 核 苷 酸 链 。 


图 1.6 Friedrich, (Source; National Library of 
Medicine. ) 


基因 的 组 成 ” 随 着 遗传 染色 体 理论 被 广泛 接受 ， 
遗传 学 家 一 致 认为 染色 体 必 定 由 某 种 多 聚 物 组 成 ， 
以 符合 其 作为 一 连 串 基 因 的 角色 ， 但 这 种 多 聚 物 是 
什么 呢 ? 有 3 种 选择 DNA, RNA 和 和 蛋白质。 蛋白 
质 是 Miescher 所 发 现 核 素 中 的 另 一 种 主要 成 分 ， 是 
由 氨基 酸 Camino acid) wit AB (peptide bond) 
连接 而 成 的 链 ， 单 个 蛋白 质 链 称 为 多 肽 〈polypep- 
tide) 。 

1944 年 ，Oswald Avery (图 1.7) 及 同事 在 
Frederick Griffith 的 细菌 遗传 性 状 转移 实验 的 基础 
上 证 明 DNA 就 是 携带 遗传 物质 的 多 珍 物 〈 见 第 2 
章 )。 他 们 研究 的 遗传 性 状 是 毒性 〈virulence)， 引 
起 致死 性 感染 的 能 力 。 将 死亡 的 毒性 细胞 与 活 的 无 
毒性 〈 非 致死 性 的 ) 细胞 混合 就 能 够 进行 毒性 转化 。 
使 受 体 细胞 由 无 毒性 转变 成 有 毒性 的 物质 很 可 能 是 
毒性 基因 ， 因 为 受 体 细胞 可 把 这 种 性 状 传递 给 后 代 。 

有 待 弄 明白 的 是 死 的 毒性 细胞 中 转化 源 的 化 学 
本 质 。Avery 等 用 几 种 化 学 和 生物 化 学 方法 对 转化 
源 进行 检测 ， 结 果 表 明 其 性 质 是 DNA， 而 不 是 
RNA 或 者 蛋白 质 。 


图 1.7 Oswald, (Source; National Academy of 
Sciences, ) 


基因 和 蛋白质 之 间 的 关系 


分 子 遗 传 学 的 另 一 个 重要 问题 是 基因 如 何 发 挥 
作用 ? 为 了 回答 这 个 问题 ， 需 追溯 到 1902 年 。 这 一 
年 Archibald Garrod 注意 到 人 类 尿 黑 酸 症 alcap- 
tonuria) 似乎 是 一 种 孟 德 尔 隐 性 性 状 ， 可 能 由 一 个 
缺陷 或 突变 的 基因 引起 。 其 主要 症状 是 患者 尿 液 里 
有 黑色 素 沉积 ，Garrod 认为 这 源 于 某 个 生化 途径 中 
某 种 中 间 产 物 的 不 正常 积累 。 

此 时 ， 生 物化 学 家 已 经 证 实 所 有 生物 体内 都 发 
生 着 不 计 其 数 的 、 由 称 之 为 酶 (enzyme) 的 蛋白 质 
所 加 速 或 催化 的 化 学 反应 。 许 多 化 学 反应 是 按 顺 序 
进行 的 ， 即 一 个 产物 是 下 一 个 反应 的 起 始 物 或 底 物 。 
这 种 反应 过 程 被 称 为 途径 〈pathway)， 反 应 途径 内 
的 产物 或 底 物 被 称 为 中 间 产 物 〈intermediate) 。Gar- 
rod 认为 尿 黑 酸 症 患者 体内 某 种 中 间 产 物 积累 到 了 
异常 高 的 水 平 ， 因 为 将 其 正常 地 转化 为 下 一 产物 的 
酶 缺失 了 。 结 合 尿 黑 酸 症 是 孟 德 尔 隐 性 性 状 ，Gar- 
rod 提出 一 个 缺陷 的 基因 导致 一 个 缺陷 的 酶 。 换 句 
话说 ， 一 个 基因 产生 一 种 酶 。 

Garrod 的 结论 部 分 是 推测 的 ， 他 其 实 不 知道 哪 
个 缺陷 的 酶 与 尿 黑 酸 症 有 关 。 这 个 问题 留 给 了 
George Beadle #l E. L. Tatum (图 1.8) 来 证 明基 因 
与 酶 之 间 的 关系 。 他 们 以 链 孢 霉 《〈Neurospora) 为 
实验 材料 ， 其 优点 是 不 受 自然 突变 限制 ， 且 可 以 使 
用 突变 剂 (mutagen) 引入 突变 ， 然 后 观察 这 些 突变 
在 生化 途径 中 的 效果 。 他 们 发 现 可 以 在 很 多 时 刻 引 
入 突变 获得 链 孢 惫 突变 体 ， 然 后 把 缺陷 追踪 到 生化 
途径 的 某 个 步骤 上 ， 再 具体 到 某 个 酶 〈 见 第 3 章 )。 
通过 加 入 该 缺失 酶 在 正常 情况 下 产生 的 中 间 产 物 使 
其 恢复 正常 生长 可 实现 这 一 策略 。 通 过 疏通 阻塞 的 
地 方 ， 可 以 发 现 酶 的 位 置 。 他 们 的 遗传 学 实验 显示 ， 
单个 基因 参与 了 反应 。 因 此 ， 缺 陷 基 因 造 成 了 缺陷 


BRA) 酶 。 换 句 话说 ， 一 个 基因 产生 一 种 酶 。 这 
就 是 一 个 基因 /一 个 酶 假说 。 但 是 这 个 假说 由 于 至 少 
3 方面 原因 是 不 完全 正确 的 。@ 一 个 酶 可 以 由 多 条 
多 肽 链 组 成 ， 而 一 个 基因 携带 的 信息 只 能 形成 一 条 
多 肽 链 。 人 @ 多 数 基因 携带 的 信息 所 产生 的 多 肽 并 不 
都 是 酶 。@ 可 以 看 到 ， 有 些 基 因 的 产物 不 是 多 肽 而 
是 RNA。 对 这 个 假说 的 现代 叙述 应 该 是 : 大 多 数 基 
因 含 有 产生 一 条 多 肽 的 信息 。 


(a) (b) 

1.8 (a)George Beadle; (b) E. L. Tatum, 

(Source: (a, b) AP/Wide World Photos. ) 
基因 的 活性 

现在 让 我 们 回 到 手头 的 问题 基因 如 何 发 挥 作 
用 ? 这 其 实 不 是 一 个 单一 问题 ， 因 为 基因 不 止 做 一 件 
事情 。 首 先 ， 它 们 被 忠实 地 复制 ; 其次， 它们 指导 
RNA 和 和 蛋白质 的 产生 ， 第 三 ， 它 们 积累 突变 ， 允 许 
进化 。 让 我 们 简要 地 了 解 一 下 基因 的 这 3 种 活性 。 

基因 怎样 被 复制 DNA 如 何 被 忠实 复制 ? 回答 
这 个 问题 前 ， 我 们 需要 知道 DNA 分 子 在 染色 体 上 
的 总 体 结构 。1953 年 ， 沃 森 (James Watson) 和 克 
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图 1.9 KR (A) 和 克 里 克 。 (Source: 
Corbis/Bettmann Archive. ) 


化 学 和 物理 实验 数据 ， 主 要 是 Rosalind Franklin 和 
Maurice Wilkins (图 1.10) 的 X 射线 衍射 数据 ， 建 
立 模型 并 提供 了 答案 。 


Æ 1.10 (a)Rosalind Franklin; (b) Maurice 
Wilkins, (Sources: (a) From The Double 
Helix by James D. Watson, 1968, Athene- 
um Press, NY, © Cold Spring Harbor La- 
boratory Archives. (b) Courtesy Professor 
M.H.F. Wilkins, Biophysics Dept. , 
King’s College, London, ) 


沃 森 和 克 里 克 推测 DNA 是 一 种 双 链 螺旋 
(double helix) 一 一 两 条 DNA 链 相互 缠绕 。 更 重要 
的 是 ， 每 条 链 的 碱 基 都 位 于 螺旋 的 内 部 ， 一 条 链 上 
的 碱 基 以 一 种 特殊 的 方式 与 另 一 条 链 上 的 碱 基 配 对 。 
DNA 中 只 有 4 种 不 同 的 碱 基 ， ARG SOROS, i 
吵 喧 和 胸腺 喀 啶 ， 分 别 缩写 成 A、G、C、T。 无 论 在 
~ 条 链 的 任何 地 方 发 现 一 个 A， 在 另 一 条 链 上 就 总 
会 有 一 个 T; 无 论 在 一 条 链 的 任何 地 方 发 现 一 个 G, 
在 另 一 条 链 上 就 总 会 有 一 个 C， 就 是 说 这 两 条 链 是 
互补 的 。 如 果 我 们 知道 一 条 链 的 碱 基 顺 序 ， 就 自然 
会 知道 另 一 条 链 的 碱 基 顺 序 。 这 种 互补 性 使 DNA 
能 够 被 忠实 地 复制 。 两 条 链 分 离 时 ， 酶 利用 旧 链 作 
为 模板 再 根据 沃 森 - 克 里 克 碱 基 配 对 原则 CA tj T, 
G 与 C) 形成 新 的 互补 链 ， 这 称 为 半 保 留 复制 
《semiconservative replication)， 因 为 亲 代 双 螺 旋 中 
的 一 条 链 被 保留 在 每 个 子 代 双 螺旋 中 。1958 年 Mat- 
thew Meselson 和 Franklin Stahl (图 1. 11) 证 明 在 
细菌 中 DNA 复制 遵守 半 保 留 方式 〈 见 第 20 章 )。 

基因 如 何 指导 多 肽 的 产生 ”基因 表达 是 基因 产 
物 (RNA 或 者 多 肽 ) 生产 的 过 程 。 分 别 叫做 转录 
(transcription) 和 翻译 (translation) 的 两 个 步 又 是 
DNA 基因 指导 产生 多 肽 所 必需 的 。 在 转录 步骤 中 ， 
叫做 RNA 聚合 酶 的 一 种 酶 生产 出 其 中 一 条 DNA 链 
的 副本 。 这 个 副本 不 是 DNA， 而 是 它 的 近亲 RNA, 
在 翻译 过 程 中 ， 这 个 RNA (messenger RNA. 信使 
RNA, mRNA) 携带 遗传 指令 到 达 细 胞 内 叫做 核糖 
体 (ribosome) 的 蛋白 质 工厂 中 。 核 糖 体 “阅读 ” 

+66 


图 1.11 (a)Matthew Meselson; (b) Franklin 
Stahl, (Sources; (a) Courtesy Dr. Matthew 
Meselson. (b) Cold Spring Harbor Labora- 
tory Archives. ) 


mRNA 上 的 遗传 密码 (genetic code) 并 根据 它 的 指 
令 生产 出 蛋白 质 。 

实际 上 ， 核 糖 体 已 经 含有 RNA 分 子 ， 称 为 核 
糖 体 RNA (ribosomal RNA，rRNA)。 克 里 克 最 初 
认为 是 位 于 核糖 体 上 的 这 个 RNA 携带 了 来 自 基因 
的 信息 。 根 据 这 个 理论 ， 每 个 核糖 体 只 能 生产 一 种 
由 其 rRNA 编码 的 蛋白 质 。Francois Jacob 和 Sydney 
Brenner (图 1.12) 则 认为 核糖 体 不 是 特异 性 翻译 机 
器 ， 可 根据 访问 核糖 体 的 mRNA 的 指令 ， 产 生 无 数 
不 同 的 蛋白 质 ， 实 验 已 证 明 这 个 观点 是 正确 的 〈 见 
第 3 章 )。 


(a) (b) 
(a) François Jacob; (b) Sydney 
(Source: Ca, b) Cold Spring 
Harbor Laboratory Archives, ) 


m 1.12 
Brenners 


遗传 密码 的 本 质 是 什么 ? Marshall Nirenberg 和 
Har Gobind Khorana (图 1. 13) 在 20 世纪 60 年 代 
的 早期 通过 各 自 独立 的 不 同方 法 破译 了 遗传 密码 
( 见 第 18 章 )。 他 们 发 现 3 个 碱 基 组 成 一 个 密码 ， 称 
之 为 密码 子 〈codon)， 代 表 一 个 氨基 酸 。 在 64 个 可 
能 的 三 联 密码 子 中 ， 有 61 个 编码 氨基 酸 ， 其 他 3 个 
是 终止 信号 。 

核糖 体 每 次 扫描 一 个 mRNA 的 3 个 碱 基 ， 并 将 
相应 的 氨基 酸 送 到 增长 的 蛋白 质 链 上 连接 起 来 。 当 


图 1.13 
Marshall Nirenberg (Æ)o (Source; Corbis/ 
Bettmann Archive. ) 


Har Gobind Khorana (2) 和 


它们 到 达 终 止 密码 子 时 ， 就 释放 出 完整 的 蛋白 质 。 

基因 如 何 积聚 突变 ? ”基因 以 多 种 方式 发 生 改 
变 。 最 简单 的 是 由 一 个 碱 基 变 为 男 一 个 碱 基 。 例 如 ， 
密码 子 GAG (对 应 谷 氨 酸 ) 变 为 GTG RR T 
酸 密码 子 。 由 这 个 突变 基因 产生 的 蛋白 质 在 本 应 是 
谷 氨 酸 的 位 置 变 成 了 纺 氨 酸 。 这 可 能 是 数 百 个 氨基 
酸 中 的 一 个 变化 ， 但 是 它 能 产生 深刻 的 影响 。 人 血 
红 蛋 白 基 因 的 一 个 碱 基 改 变 ， 可 导致 镰 状 细胞 贫血 
症 的 中 传 紊乱 。 

基因 还 会 遭受 更 深刻 的 改变 ， 如 大 片段 DNA 
的 删除 或 插入 。DNA 片段 甚至 能 从 一 个 位 点 转移 到 
另 一 个 位 点 。 基 因 所 经 受 的 变化 越剧 烈 ， 就 越 有 可 


基因 克隆 ” 近 几 年 来 ， 遗 传 学 家 学 会 了 分 离 基 
因 ， 并 把 它们 放 人 新 的 生物 体内 ， 通 过 一 套 叫做 基 
MEE (gene cloning) 的 技术 扩 增 基因 。 克 隆 的 基 
因 不 仅 给 分 子 生物 学 家 提供 了 大 量 的 研究 材料 ， 还 
可 以 被 诱导 产生 相应 的 蛋白 质 产 物 。 有 些 产物 如 
人 胰岛 素 或 凝血 因子 ) 都 是 非常 有 用 的 。 克 隆 的 基 
因 还 能 被 移植 到 植物 、 动 物 (包括 人 类 ) 中 。 这 些 
移植 的 基因 能 改变 生物 受 体 的 性 状 ， 因 此 ， 它 们 可 
以 为 农业 和 治疗 人 类 遗传 疾病 提供 强 有 力 的 工具 。 
我 们 将 在 第 4 章 详细 研究 基因 克隆 。 
小 结 ” 所 有 基因 都 是 由 排列 在 双 螺 旋 上 的 

DNA 构成 。 这 种 结构 解释 了 基因 是 怎样 参与 
种 主要 活动 的 : 复制 、 携 带 信息 、 积 累 突 变 。 基 
因 中 两 条 DNA 链 的 互补 本 质 可 以 使 它们 通过 分 
离 并 作为 模板 组 装 两 条 新 的 互补 链 而 被 忠实 地 复 
制 。 基 因 中 的 核 苷 酸 序列 就 是 携带 合成 RNA 信 
息 的 遗传 密码 。 把 信息 携带 到 蛋白 质 合成 场所 核 
糖 体 的 RNA 大 部 分 是 mRNA。 最 终 的 结果 是 根 


据 基因 指令 生产 一 个 新 的 蛋白 质 链 。 碱 基 序列 的 
一 个 改变 就 构成 突变 ， 突 变 可 能 导致 基因 的 蛋白 
质 产物 中 和 氨基酸 序列 改变 。 基 因 可 以 被 克隆 ,使 
分 子 生物 学 家 能 够 收获 大 量 的 克隆 基因 的 产物 。 


1.3 生命 的 3 个 领域 


20 世纪 早期 ， 科 学 家 把 所 有 生物 分 为 两 界 : 动 
物 界 和 植物 界 。 细 菌 被 认为 是 植物 ， 这 就 是 为 什么 
我 们 仍然 把 小 肠 内 的 细菌 称 作 肠 菌 群 〈flora)。 但 是 
20 世纪 中 期 以 后 ， 这 种 分 类 系统 被 放弃 而 采用 五 界 
分 类 系统 〈five-kindom system) ， 除 了 植物 和 动物 之 
外 还 包括 细菌 、 真 菌 和 原生 生物 。 

20 世纪 70 年 代 后 期 ，Carl Woese (图 1.14) 对 
许多 不 同 生物 的 核糖 体 RNA 基因 进行 测序 研究 并 
得 出 一 个 惊人 的 结论 ， 一 类 被 划分 为 细菌 的 生物 ， 
其 rRNA 基因 与 真 核 生 物 的 相似 性 高 于 典型 的 细菌 ， 
如 大 肠 杆菌 。 因 此 ，Woese 将 这 些 生 物 命名 为 古 菌 
(Carchaeiacteria)， 以 区 别 于 真正 的 细菌 或 真 细菌 
(eracteria) 。 然 而 ， 随 着 越 来 越 多 的 分 子 证 据 的 积 
累 ， 可 以 清楚 地 看 出 除了 表面 的 相似 之 外 ， 古 菌 并 
不 是 真正 的 细菌， 它们 代表 了 一 个 截然 不 同 的 生命 
领域 。 所 以 Woese 将 它们 的 名 字 改 为 古 菌 。 现 在 我 
们 按 3 个 领域 认识 生命 : 细菌 (bacteria), WE 
物 (eukaryota) 和 古 菌 〈archaea)。 与 细菌 一 样 ， 
古 菌 是 原核 生物 (prokaryot) -一 无 细胞 核 生 物 ， 
但 是 它们 的 分 子 生物 学 实 与 真 核 生物 更 接近 。 


图 1.14 Carl Woese, (Source: Courtesy 
U. of HI at Urbana Champaign. ) 


古 菌 生 活 在 地 球 最 恶劣 的 地 区 。 有 些 是 嗜 热 生 
物 (thermaophile) (“ 好 热 生物 ")， 生 活 在 看 上 去 似 
乎 不 能 忍受 的 、 温 度 超过 100°C 的 深海 地 热 出 口 附 
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近 ， 或 生活 在 像 黄石 国家 公园 的 高 温 温 泉 中 。 有 些 
是 嘲 盐 生物 halophile) (“好 盐 生 物 ”)， 能 够 忍受 
使 其 他 生命 脱水 或 致死 的 高 盐 浓度 。 还 有 些 是 甲烷 
细菌 〈methanogen) (“甲烷 生产 者 ”)， 生 活 在 牛 骨 
中 ， 这 就 是 为 什么 牛 胃 是 甲烷 的 一 个 重要 来 源 的 
原因 。 

本 书 将 主要 涉及 前 两 个 生命 领域 ， 因 为 它们 被 
研究 得 最 多 。 但 是 在 第 11 章 我 们 将 学 习 古 菌 转录 的 
有 趣 细节 。 在 第 24 章 我 们 将 了 解 到 Methanococcus 
jarnaschii， 一 种 古 菌 ， 是 第 一 批 进行 基因 组 测序 的 
生物 之 一 。 

小 结 ，” 所 有 的 生物 被 划分 为 3 个 领域 : 细菌 、 真 
核 生 物 和 十 菌 。 尽 管 表面 上 十 菌 与 细菌 类 似 ， 但 
其 分 子 生物 学 特性 更 相似 于 真 核 生物 。 

以 上 总 结 归纳 了 分 子 生物 学 发 展 的 主要 大 事 


记 。 表 1.1 回顾 了 其 中 的 一 些 里 程 碑 ， 尽 管 分 子 
生物 学 是 一 门 非常 年 轻 的 学 科 ， 但 却 有 异常 丰富 
的 历史 。 分子 生 物 学 家 现在 正 以 爆炸 性 的 速度 为 
这 问 学 科 增 加 新 的 知识 。 分 子 生物 学 的 发 展 速 度 
和 它 的 技术 威力 使 许多 评论 家 称 其 为 一 场 革命 。 
由 于 在 接 下 来 的 几 十 年 中 ， 医 学 和 农业 上 的 一 些 
最 重要 变化 可 能 依赖 于 分 子 生物 学 家 的 基因 操 
作 ， 所 以 这 场 革命 将 以 不 同方 式 触 及 每 个 人 的 生 
活 。 因此 ， 你 正 要 开始 学 习 的 这 门 课程 不 仅 令 人 
神往 、 精 致 优美 而 且 具 有 实践 重要 性 。 哈 佛 大 学 
名 誉 退休 化 学 教授 FH. Westheimer 说 得 好 ， 
“ 近 各 年 最 伟大 的 知识 革命 可 能 已 在 生物 学 发 
生 。 今 天， 一 个 不 懂得 点 分 子 生物 学 知识 的 人 能 
被 认为 是 受过 教育 的 人 吗 ?” 很 高 兴学 完 这 门 
RAE OTM RE A. 


表 1.1 分 于 生物 学 年 代 记 事 


1859 年 Charles Darwin 出 版 《物种 起 源 》 
1865 年 Gregor Mendel 分 离 和 独立 分 配 定理 
1869 年 Friedrich Miescher 发 现 DNA 
1900 年 Hugo de Vries, Carl Correns, Erich von Tschermak < 孟 德 尔 定理 再 次 被 发 现 
1902 年 Archibald Garrod 首次 提出 一 种 人 类 疾病 的 遗传 学 起 因 
1902 年 Walter Sutton, Theodor Bovein 提出 染色 体 理论 
1910 年 , 1916 年 。 Thomas Hunt Morgan, Calvin Bridges 证 明基 因 在 染色 体 上 
1913 年 A. H. Sturtevant 构建 遗传 图 谱 
1927 年 H. J. Muller FAX 射线 引入 突变 
1931 年 Harriet Creighton, Barbara McClintock 获得 重组 的 物理 证 据 
1941 年 George Beedle, E. L. Tatum 提出 一 个 基因 /一 个 酶 假说 
1944 年 Oswald Avery, Colin Mcleod 证 明基 因由 DNA 组 成 
， is Crick, Re Frankin, ， 
bese = tea, Pea Crick, Rosalind Prankin， 确定 DNA 结构 
1958 年 Matthew Meselson, Franklin Stahl 证 明 DNA 的 半 保 留 复制 
1961 年 Sydney Brenner, François Jacob, Matthew Meselson ”发现 信 使 RNA 
1966 年 Marshall Nirenberg，Gobind Khorana 完成 坦 传 密码 破解 
发 现 限制 性 内 切 核酸 酶 在 专 一 位 点 切割 
1970 年 Hamilton Smith DNA, 使 切 补 DNA 变 得 容易 ， 促 进 了 
DNA 克隆 技术 
1972 年 Paul Berg 获得 第 一 个 体外 重组 DNA 
1973 年 Herb Boyer, Stanly Cohen 第 一 次 用 质粒 克隆 DNA 
1977 年 Walter Gilbert 和 Frederick Sanger 找 出 测定 DNA 碱 基 序 列 的 方法 
1977 年 Frederick Sanger 测定 出 OXI 74 病毒 的 完整 基因 组 序列 
1977 年 Phillip Sharp，Richard Roberts 等 人 发 现 基因 中 有 间断 《内 含 子 ) 
1990 年 James Watson 及 多 人 et SURGE ENE 
1993 年 Huntington 病 研究 组 鉴定 出 Huntington 症 的 致 病 基因 
测定 了 Haemophilus influenzae 和 Myco- 
1995 年 Craig Venter, Hamilton Smith ee BT eee 


序列 ， 对 自由 生活 有 机 体 基因 组 的 第 一 次 
测定 


续 表 


测定 酿酒 酵母 Saccharomyces cerevisiae 基因 


1998 &, NEIE 组 ， 对 真 核 生物 基因 组 的 第 一 次 测定 
1997 年 Tan Wilmut 及 同事 从 成 体 绵羊 体 细胞 获得 克隆 羊 Dolly) 
BR RNAi 通过 降解 与 侵入 的 双 链 RNA 具 
1208 Aidei Fis RAIE 有 相同 序列 的 mRNA 而 起 作用 
20034 众多 研究 者 报道 完成 人 类 基因 组 序列 测序 
2005 年 众多 研究 者 报道 我 们 的 最 近亲 猩猩 基因 组 草图 
u be 的 基因 复制 需要 两 个 链 分 离 并 获得 互补 搭档 。 典 型 
总 结 


基因 以 等 位 基因 的 几 种 不 同形 式 存在 。 在 杂 合 
子 中 ， 隐 性 等 位 基因 会 被 显 性 等 位 基因 遮盖 但 并 没 
有 丢失 ， 在 携带 有 2 个 隐 性 等 位 基因 的 纯 合 子 中 会 
被 再 次 表达 。 

基因 在 染色 体 上 呈 线 性 分 布 。 因 此 ,位 于 同一 
条 染色 体 上 的 基因 所 控制 的 性 状 可 被 同时 遗传 。 然 
而 ， 在 减 数 分 裂 期 两 条 同 源 染 色 体 之 间 会 发 生 重组 ， 
由 此 产生 携带 非 亲 代 重组 等 位 基因 的 配子 。 在 同一 
条 染色 体 上 的 两 个 基因 相距 越 远 ， 产 生 这 种 重组 的 
可 能 性 就 越 大 。 

大 多 数 基因 是 由 排列 在 双 螺 旋 上 的 双 链 DNA 
组 成 。 其 中 一 个 链 与 另 一 个 链 互 补 ， 这 意味 着 忠实 


基因 中 碱 基 的 线性 序列 携带 合成 蛋白 质 的 信息 。 

产生 基因 产物 的 过 程 叫做 基因 表达 ， 在 转录 和 
翻译 两 个 步 又 中 发 生 。 在 转录 中 ，RNA 聚合 酶 合成 
信使 RNA， 它 是 基因 遗传 信息 的 拷贝 。 在 翻译 中 核 
糖 体 “ 阅 读 ”mRNA 并 根据 其 指令 合成 蛋白 质 ， 因 
此 ， 基 因 序列 的 一 个 改变 〈 突 变 ) 可 能 引起 蛋白 质 
产物 中 的 相应 改变 。 

所 有 生物 可 划 归 为 3 个 领域 ,细菌 、 真 核 生物 
和 古 菌 。 尽 管 表面 上 古 菌 与 细菌 类 似 ,但 其 分 子 生 
物 学 特性 更 相似 于 真 核 生 物 ， 


翻译 y 纪 Ri KER 


第 2 章 基因 的 分 子 特 性 


DNA 结构 的 计算 机 模拟 。@ Douglas Struthers /Stone/Getty. 


在 开始 详细 研究 基因 的 结构 与 活性 以 及 这 些 概 
念 背后 的 实验 证 据 之 前 ， 需 要 有 一 个 完整 的 轮廓 。 
因此 在 第 2 章 、 第 3 章 我 们 将 丰富 第 1 章 中 的 分 子 
生物 学 发 展 简 史 。 本 章 开 简 将 首先 讨论 基因 的 分 子 
行为 。 


2.1 遗传 物质 的 特性 


最 终 揭示 基因 化 学 本 质 的 研究 始 于 1869 年 德国 
的 图 宾 根 。Friedrich Miescher 从 外 科 手 术 绷 带 的 脓 
细胞 (白细胞 ) 中 分 离 出 细胞 核 (nuclei)。 他 发 现 
细胞 核 中 有 一 种 新 的 含 磷 物 质 ， 并 将 其 命名 为 核 案 
《nuclein) 。 核 察 大 部 分 是 染色 质 chromatin)， 一 种 
脱氧 核糖 核酸 DNA) 与 染色 体 蛋 白 的 混合 物 。 

到 19 世纪 末 ， 从 细胞 的 核酸 与 蛋白 质 混合 物 中 
分 离 出 DNA 和 RNA， 从 而 有 可 能 对 核酸 进行 详细 
的 化 学 分 析 (nucleic acid 一 词 及 其 缩写 DNA 和 
RNA， 直 接 源 于 Miescher 的 nuclein)。 从 19 世纪 
30 年 代 开始 ，P. Levene 和 W. Jacobs 等 已 经 证 明 
RNA 由 1 个 糖 (核糖 ) 加 上 4 个 含 氨 碱 基 组 成 ， 而 
DNA 则 含有 1 个 不 同 的 糖 〈 脱 氧 核糖 ) 和 4 AS 
基 。 他 们 发 现 每 个 碱 基 偶 联 1 个 糖 -磷酸 盐 形成 1 个 
HTM 〈nucleotide) 。 在 本 章 稍 后 部 分 我 们 再 讨论 
DNA 和 RNA 的 化 学 结构 。 首先， 让 我 们 了 解 证 明 
基因 是 由 DNA (有 时 是 RNA) 组 成 的 证 据 。 


细菌 转化 


1928 年 Frederick Griffith 以 其 肺炎 双 球 菌 
(Streptococcus pneumoniae) 转化 (transformation) 
* 10° 


实验 英 定 了 DNA 是 遗传 物质 的 基础 。 野 生 型 肺炎 
双 球菌 是 一 种 球形 细胞 ， 由 叫做 蔷 膜 的 黏液 外 这 所 
包 事 ， 细 胞 形成 大 而 亮 的 菌落 ， 特 征 为 光滑 型 (S) 
(PA 2. 1a) 。 这 些 细胞 是 有 毒 的 〈virulent) 一 -注射 
到 小 鼠 体 内 可 引起 致命 性 感染 。S. pneumoniae 的 某 
种 突变 株 丧 失 了 形成 荚 膜 的 能 力 ， 形 成 小 而 粗粮 的 
CR) 菌落 (图 2. 1b)， 是 无 毒 的 〈avirulent) 。 由 于 
没有 保护 性 外 壳 ， 在 它 繁殖 到 足够 产生 任何 危害 之 
前 ， 就 被 宿主 的 白细胞 所 吞 咯 了 。 

Griffith 的 关键 发 现 是 热 杀 死 的 肺炎 双 球菌 毒性 
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图 2.1 肺炎 双 球菌 的 变 体 。(a) 大 而 亮 的 菌落 
光滑 (O 且 具 毒性 ;(b) 小 而 有 斑点 的 菌落 粗 
$i (RD ABLE. (Source: (a, b) Harriet 
Ephrussi-Taylor. ) 


菌落 能 够 将 无 毒 细胞 转化 (transform) 成 毒性 细 
胞 。 热 杀 死 的 毒性 菌 或 活 的 无 毒 菌 自身 都 不 能 引起 
致命 性 感染 ， 但 是 混合 到 一 起 却 是 致死 性 的 。 这 表 
明 毒性 特征 以 某 种 方式 从 死 细 胞 传递 到 活 的 、 无 毒 


的 ,一旦 无 毒 菌 被 赋予 产 蔷 膜 杀 死 宿主 的 能 力 ,就 
将 其 作为 遗传 特性 传 给 后 代 。 换 句 话说 ， 在 转化 时 
无 毒 细胞 通过 某 种 方式 从 毒性 细胞 获得 了 基因 。 这 
意味 着 死 菌 中 的 转化 物质 可 能 是 毒性 基因 。 接 下 来 


细胞 。 图 2. 2 说 明了 这 种 转化 现象 。 转 化 不 是 瞬时 的 问题 是 转化 物 的 化 学 本 质 是 什么 ? 
f 
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图 2.2 Griffith 的 转化 实验 。(a) 有 毒性 的 肺炎 双 球 菌株 S 杀 死 了 宿主 ;，(b) 无 毒性 的 菌株 R 不 能 
成 功 感染 宿主 ， 所 以 小 鼠 存活 ; (c) 加 热 杀 死 的 S 菌株 不 能 感染 宿主 Cd) R 菌株 和 加 热 杀 死 的 S 
菌株 的 混合 物 杀 死 了 小 鼠 。 死 的 毒性 菌 〈S) HEER (RO 转化 成 毒性 菌 (S). 


DNA 是 转化 物质 1944 年，Oswald Avery, 
Colin Macleod 和 Maclyn McCarty 采用 与 Griffith 
相似 的 转化 实验 证 明了 来 自 毒性 细胞 转化 物质 的 化 
学 本 质 。 首 先 ， 用 有 机 溶剂 去 除 提取 物 中 的 蛋白 质 
后 ,发 现 提取 物 仍然 能 转化 。 接 下 来 ， 用 各 种 酶 消 
化 提取 物 。 降 解 蛋 白质 的 胰 蛋 白 酶 和 糜 蛋 白 酶 对 转 
化 无 影响 ， 降 解 RNA 的 核糖 核酸 酶 也 没有 影响 。 
这 些 实验 排除 了 和 蛋白质 和 RNA 是 转化 物 。 另外， 
Avery 及 同事 发 现 分 解 DNA 的 脱氧 核糖 核酸 酶 
(DNase) 破坏 了 毒性 细胞 提取 物 的 转化 能 力 ， 这 些 
结果 提示 DNA 是 转化 物质 。 

直接 的 物理 化 学 分 析 结果 支持 了 纯化 的 转化 物 
是 DNA 的 假设 。Avery 及 同事 使 用 了 如 下 分 析 
工具 。 

1. 超速 离心 法 ”在 超速 离心 机 中 离心 转化 物 来 
估计 其 大 小 。 具 有 转化 活性 的 物质 很 快 沉降 〈 快 速 
移 向 离心 管 底 )， 提 示 其 具有 很 高 的 分 子 质量 ， 即 


DNA 的 特征 。 

2. 电泳 ”将 转化 物 放 人 电场 中 观察 其 移动 速 
率 。 转 化 的 活性 物 具有 相对 较 高 的 迁移 率 一 一 也 是 
DNA 的 特点 ， 因 为 它 有 高 的 电荷 /质量 比 。 

3. 紫外 吸收 分 光 光度 技术 ”将 转化 物 溶液 置 于 
分 光 光 度 计 中 ， 看 哪 种 紫外 线 吸 收 最 强 。 吸 收 光谱 
与 DNA 的 吸收 光谱 匹配 ， 即 最 强 的 吸收 波长 是 
260nm， 而 蛋白 质 的 最 大 吸收 波长 为 280nm。 

4. 元 素 的 化 学 分 析 ”得 到 氮 / 磷 比 均值 为 1. 67、 
正 是 富 含 这 两 种 元 素 的 DNA 的 预计 值 ， 远 远 低 于 
蛋白 质 的 预计 值 ， 蛋 白质 氨 多 磷 少 ， 微 量 蛋 白质 的 
污染 都 会 提高 氮 / 磷 比例 。 

进一步 确认 ”这 些 发 现 应 该 解决 基因 的 特性 了 ， 
但 效果 其 微 . 源 自 早期 化 学 分 析 的 错误 概念 认为 
DNA 是 一 个 四 核 背 酸 的 单一 重复 序列 ， 如 ACTG- 
ACTG-ACTG 等 ,这 使 许多 遗传 学 家 认为 DNA 不 
可 能 是 遗传 物质 。 而且 ， 还 存在 转化 物 中 可 能 有 和 蛋 
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白质 污染 ， 以 及 转化 是 否 由 控制 R 和 S 之 外 的 其 他 
基因 完成 ， 甚 至 细菌 的 基因 与 高 等 生物 的 基因 是 否 
一 样 等 争论 。 

然而 ， 到 1953 年 沃 森 和 克 里 克 发 表 DNA 双 螺 
旅 模型 时 ， 绝 大 多 数 遗 传 学 家 都 已 接受 了 基因 由 
DNA 构成 。 发生 了 什么 变化 呢 ? 一 件 事 是 1950 年 
Erwin Chargaff 研究 表明 ， 在 DNA 中 没有 像 以 前 的 
结果 所 提示 的 那样 真正 地 发 现 碱 基 等 比例 ，DNA 的 
碱 基 组 成 在 物种 之 间 不 同 。 实 际 上 ， 这 正 是 对 基因 
所 期 望 的， 基因 在 物种 之 间 不 同 。 此 外 ，Rollin 
Hotchkiss 精练 和 扩展 了 Avery 的 发 现 。 他 将 转化 物 
纯化 到 只 含有 0.02% 的 蛋白 质 ， 但 仍 能 改变 细菌 细 
胞 的 遗传 特性 ， 进 一 步 表明 这 种 高 纯度 的 DNA 能 
够 传递 R 和 S 之 外 的 其 他 遗传 性 状 。 

1952 年 A. D, Hershey 和 Martha Chase 最 终 以 
另外 一 个 实验 进一步 增加 了 基因 由 DNA 组 成 的 证 
据 。 这 个 实验 用 的 是 能 感染 大 肠 杆 菌 的 T2 噬菌体 
(图 2. 3)。 在 感染 期 间 ， 噬 菌 体 基因 进入 宿主 细胞 ， 
指导 合成 新 的 噬菌体 颗粒 。 噬 菌 体 仅 由 蛋白 质 和 
DNA 组 成 。 问题 是 基因 存在 于 蛋白 质 中 还 是 DNA 
中 呢 ? Hershey-Chase 的 实验 回答 了 这 个 问题 。 感 染 
时 ， 大 部 分 的 DNA 连同 极 少量 蛋白 质 进入 细菌 中 ， 
大 量 的 蛋白 质 外 壳 留 在 外 面 〈 图 2. 4)。 由 于 DNA 
是 进入 宿主 细胞 的 主要 成 分 ， 因 此 它 可 能 含有 基因 。 


图 2.4 Hershey-Chase 实验 。T2 M 
菌 体 含有 的 基因 使 它 能 够 在 大 肠 杆 
菌 中 复制 。 由 于 噬菌体 仅仅 由 
DNA 和 和 蛋白质 组 成 ， 它 的 基因 肯 
定 是 由 这 些 物质 中 的 一 种 构成 的 。 
为 了 发 现 它 的 基因 是 由 哪 种 物质 组 
成 的 ，Hershey 和 Chase 做 了 两 部 ' 
分 实验 。 在 第 一 部 分 中 (a) ， 用 硫 - 
35 (S) (红色 ) 标记 噬菌体 的 蛋 
白质 ，DNA 不 标记 (黑色 )。 在 第 
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当然 ， 这 个 结论 还 不 具有 说 服 力 ， 随 着 DNA — i 
进入 细胞 的 那些 少量 蛋白 质 也 可 能 携带 基因 。 但 是 
将 此 前 的 结果 放 在 一 起 分 析 ， 这 个 研究 有 助 于 使 遗 
传 学 家 相信 遗传 物质 是 DNA 而 非 蛋 白质 。 


图 2.3 T2 噬菌体 感染 大 肠 杆菌 细胞 的 透 
射电 镜 伪 色 照片 。 左 上 方 噬菌体 颗粒 准备 
将 其 DNA 注 和 宿主 细胞 内 。 另 一 个 T2 Oe 
菌 体 已 经 感染 了 细胞 ， 并 且 子 代 噬 菌 体 颗 
粒 正在 组 装 ， 已 经 可 以 看 出 子 代 鸣 菌 体 的 
头 部 在 宿主 细胞 内 呈 黑 色 多 角形 。 (Source: 
© Lee Simon/Photo Researchers, Inc, ) 
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二 部 分 中 〈b)， 用 磷 -32 CP) HR 
红色 ) 标记 噬菌体 DNA， 蛋 白质 
不 标记 〈 黑 色 )。 由 于 噬菌体 基因 
必须 进入 细胞 ， 实 验 者 通过 对 感染 
细胞 的 标记 类 型 进行 推断 揭示 基因 
的 特性 。 大 部 分 标记 的 蛋白 质 留 在 


外 面 ， 通 过 挠 拌 使 标记 的 蛋白 质 脱 (So ) Aao 
离 细胞 (a) ， 而 大 部 分 标记 的 SH 


DNA 进入 感染 的 细胞 〈b)。 结 论 
是 该 噬菌体 的 基因 由 DNA 构成 。 
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Hershey-Chase 实验 取决 于 DNA 和 蛋白 质 上 不 
同 的 放射 性 同位 素 标记 。 用 磷 -32 (*P) 标记 DNA, 
用 硫 -35 (CS) 标记 蛋白 质 。 这 样 选择 是 因为 DNA 
富 含 磷 而 噬菌体 蛋白 不 含 磷 ， 蛋 白质 含 硫 而 DNA 
不 含 硫 。 

Hershey 和 Chase 将 标记 过 的 哈 菌 体 通过 尾部 
吸附 到 细菌 上 ， 并 将 其 基因 注入 宿主 。 接 着 , 用 捞 
拌 器 剧烈 混合 除去 噬菌体 的 空 外 壳 。 他 们 知道 基因 
肯定 进入 了 细胞 ， 问 题 是 什么 进去 了 ? 是 *P 标 记 的 
DNA 还 是 sS 标 记 的 蛋白 质 ? 正如 我 们 已 经 看 到 的 ， 
是 DNA! 一 般 来 说 ， 基 因 是 由 DNA 组 成 的 。 在 本 
章 后 面 将 看 到 ， 其 他 实验 显示 某 些 病毒 基因 是 由 
RNA 组 成 的 。 

小 结 ” 基 因由 核酸 组 成 ， 通 常 是 DNA。 一 

些 简单 的 遗传 系统 〈 如 病毒 的 基因 ) 是 RNA。 ` 


多 聚 核 葵 酸 的 化 学 本 质 


到 20 世纪 40 年 代 中 期 生物 化 学 家 知道 了 
DNA 和 RNA 的 基本 化 学 结构 。 把 DNA 分 解 成 相 
应 的 组 成 部 分 时 ， 发 现 这 些 组 分 含 氨 碱 基 (base). 
磷酸 (phosphoric acid) MAMII (deoxyribose) 
( 故 命名 为 脱氧 核糖 核酸 )。 同 样 地 ，RNA 由 碱 基 、 
磷酸 和 一 种 不 同 的 糖 [核糖 (ribose)] 组 成 。 在 
DNA 中 发 现 的 4 BE Je AR OE CA), ME E 
CC), 5 (G) 和 胸腺 喀 啶 C, RNA 中 的 碱 
ARTERE (U) APEE (T) 外 ， 其 他 碱 
基 相 同 ， 这 些 碱 基 结 构 如 图 2. 5 所 示 ， 腺 嗓 叭 和 鸟 顺 
叭 与 母体 分 子 一 一 顺 哈 有 关 。 因 此 ， 我 们 称 这 些 化 合 
AM (purine), ASAI MARR MEME EKA E 
WE (pyrimidine), BASALT He AER. 
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图 2.5 ger’ cae: 左边 的 嘎 哈 和 喀 喧 
在 DNA 和 RNA 中 不 会 出 现 ， 只 是 用 来 与 其 他 5 
个 碱 基 比 较 。 


图 2.6 描绘 了 核酸 中 糖 的 结构 。 注意 ， 它 们 只 
在 2 位置 有 区 别 。 核 糖 有 一 个 羟基 ， 而 脱氧 核糖 缺 
少 氧 只 有 一 个 所 〈H)， 用 坚 线 表示 ， 因 此 命名 为 脱 


氧 核糖 。RNA 和 DNA 中 的 碱 基 和 糖 连 接 在 一 起 形 


成 的 单位 称 之 为 核 背 nucleoside) (H 2.7), BAF 
的 名 称 来 源 于 相应 的 碱 基 : 
we H (RNA) RII (DNA) 
Li RERI BEURT 
s? SRT MASET 
new REER AUUE 
RER BERRE 。 不 常见 
KREE 不 常见 (脱氧 ) 胸腺 喀 啶 核 苷 
sation OH CH,OH OH 
4 1 
3 六 : 
OH OH OH 
核糖 2B 
图 2.6 核酸 的 糖 。 注 意 在 核糖 第 2 位 的 羟基 
及 其 在 脱氧 核糖 第 2 位 的 缺失 。 
NH, 
na 


mir 2 -IR AL REE BE 
图 2.7 BEHATIF. 


由 于 胸腺 喀 喧 在 RNA 中 不 常见 ， 其 核 苷 “ 脱 
氧 ” 名 称 经 常 是 假定 的 。 因 此 其 脱氧 核 苷 酸 简称 胸 
BREE AF (thymidine). ERIP, WRF 
编号 (图 2.7) 很 重要 。 在 碱 基 中 用 普通 数字 标注 ， 
在 糖 中 用 带 “'” 的 数字 标注 。 例 如 ， 碱 基 连 接 在 糖 
的 1 位。 在 脱氧 核 背 中 2 位 是 脱氧 的 。DNA 和 
RNA 中 的 糖 通过 其 3 和 5 位 连接 。 

图 2. 5 中 的 结构 采用 有 机 化 学 的 速写 ， 为 简洁 
起 见 ， 省 去 某 些 原子 。 图 2. 6 和 图 2. 7 则 稍 有 不 同 ， 
其 中 带 自由 端的 直线 表示 末端 有 氢 原 子 的 C— HB. 
图 2.8 是 腺 嘎 叭 和 脱氧 核糖 结构 的 速写 和 包括 每 个 
原子 的 详 图 。 

DNA 和 RNA 93675 4 ALE EB (nu- 
cleotide) ， 由 核 昔 通 过 磷 酯 键 与 磷酸 基 团 连 接 〈 图 
2. 9) 。 酯 键 是 由 醇 〈 含 羟基 与 酸 形成 的 有 机 复合 
物 。 在 核 苷 酸 里 ， 醇 基 是 精 的 5 羟基 ， 酸 是 磷酸 ， 所 
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A À NH, NH, NH, 
WD - LL ,SY xt AS 
À H YY 
(a) D tomh -O-P-0-P-0- CH, OP OPO-PO-CH 
CH,OHOH CH,OHOH oO oO oOo Oo oO 
fe] Q i y Boa 
. aad r 
A Hb 4 OH OH 
(b) OH HH HES ER ray 
图 2.8 RRR MAH, 图 2.9 IR. MMM 5 - 核 苷 酸 通过 5' 羟 基础 酸化 形 
注意 左边 的 结构 没有 标 出 大 部 分 或 全 ”成 ， 加 上 一 个 磁 酸 形成 脱氧 腺 苷 -5- 硫 酸 CAMP), PEAB 


部 碳 原子 及 某 些 氢 原 子 。 在 右边 的 结 
构 中 分 别 用 红色 和 蓝 色 标 出 。 


以 称 其 为 磷酸 栈 键 。 图 2.9 是 DNA 4 个 前 体 之 一 的 
脱氧 腺 苷 -5 -三 磷酸 CAATP) 的 结构 。 在 DNA 合 
成 时 ，2 个 磷酸 基 从 dATP PEE, MFR EURT- 
5 磷酸 (dAMP), DNA 的 其 他 3 BEEF (dCMP, 


酸 形成 脱氧 腺 
FE BE ARF 


二 磷酸 (dADP), 
磷酸 (dATP), 


3 个 磷酸 (标记 为 Y、B、a) 


我 们 将 在 第 20 章 和 第 21 章 详细 讨论 DNA 的 合 
成 。 现 在 请 注意 在 DNA 和 RNA 中 把 核 华 酸 连接 在 
一 起 的 键 的 结构 〈 图 2. 10)。 这 些 键 叫做 磷酸 二 酯 
键 (phosphodiester bond)， 使 磷酸 与 两 个 糖 连接 在 


dGMP 和 dTMP) 有 类 似 的 结构 和 名 称 。 一 起 ， 一 个 与 糖 的 5' 基 团 相 一 个 与 3' 基 团 相 
连 。 你 会 注意 于 前 面 图 中 的 位 置 ， 这 张 图 
R 中 碱 基 被 旋转 了 ， 这 与 它们 在 DNA 和 RNA 中 的 几 
smm HO NH ti (KR DRG, BRET = BAB (trinucleo- 
es Kuro tide)， 或 者 3 HAAR, AABE: 分子 顶 部 有 
OPO-CH, | -个 游离 的 5' 确 酸 基 ， 称 为 5' 端 (5'-end)， 底 部 有 
Ò O, | -个 游离 的 3 羟基 ， 称 为 3' 端 (3'-end)。 
MA 图 2.11 介绍 一 种 表示 核 芽 酸 和 DNA 链 的 速写 
f 方法 。 用 垂直 线 表示 脱氧 核糖 ， 碱 基 连 接 在 顶端 的 
N j U, BARA 3 CHAD M5 GERD 位 连 
6 NNO 接 相 邻 的 核 苷 酸 。 
O-P OCH. 
[o] O 办 © ia 
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图 2.10 ZARR., KT) DNA 片段 只 含 
有 3 个 核 将 酸 ， 它 们 通过 糖 的 5 A S BRS 
(i) BFA AE (红色 ) 相互 连接 。 这 个 
DNA 的 5 端 在 项 部 ， 有 一 个 自由 的 5 磷酸 
基 ; 3' 端 在 底部 ， 有 一 个 自由 的 3' 羟 基 。 这 
个 DNA 的 序列 可 读 成 5'pdTpdCpdA3'， 通 常 
被 简写 成 TCA。 
“Me 


oodo 


(a) dATP 


eae 


四 DA 时 


图 2.11 DNA 的 速写 注释 。 (a) Htt dATP, 
突出 DNA 组 成 模块 的 4 个 特征 ， 脱氧 核糖 用 延 
直 黑 线 表示 ; @@ 糖 的 1' 位 时 连接 的 是 腺 嗓 叭 碱 基 
(A); @ 糖 的 3 位 连接 一 个 羟基 〈OH)， 四 糖 的 5' 
位 连接 一 个 二 磷酸 基 团 。 (b) 一 条 短 的 DNA 链 。 
在 图 2. 10 中 的 相同 三 核 戎 酸 在 这 里 用 速写 法 表示 。 
注意 5' 端 磷酸 、 磷 酸 二 栈 键 和 3' 端 产 基 〈 一 OH) 。 
习惯 上 这 小 段 DNA 从 左 到 右 、 从 5' 端 到 3' 端 开 
始 写 。 


ii DNA 和 RNA 是 链 状 分 子 ， 由 称 之 为 
核 昔 酸 的 亚 基 组 成 。 核 苷 酸 包 含 一 个 碱 基 和 一 个 
磷酸 基 团 ， 碱 基 连 接 在 糖 〈 在 RNA 中 为 核糖 ， 
E DNA 中 为 脱氧 核糖 》 的 1 位 置 .磷酸 通过 磷 
酸 二 酯 键 与 DNA R RNA 的 糖 基 连 接 。 


2.2 DNA 结构 


以 上 所 介绍 的 所 有 关于 DNA 和 RNA 的 知识 是 
到 20 世纪 40 年 代 末 才 获知 的 。 那 时 DNA 是 遗传 物 
质 也 变 得 清楚 了 ， 因 此 它 处 于 生命 研究 的 最 核心 位 
置 。 然 而 ，DNA 的 三 维 空间 结构 还 未 知 ， 许 多 研究 
者 致力 于 发 现 该 结构 。 


实验 背景 


加 州 理工 学 院 的 理论 化 学 家 Linus Pauling 是 众 
多 对 DNA 结构 感 兴趣 的 科学 家 之 一 ， 在 化 学 键 及 
蛋白 质 a 螺旋 结构 的 研究 方面 闻名 逻 途 。a 螺旋 是 
靠 氢 键 聚 合 在 一 起 的 ， 这 为 沃 森 和 克 里 克 提 出 DNA. 
双 螺 旋 模型 提供 了 知识 基础 。 另 一 个 研究 小 组 是 伦 
教 国王 大 学 的 Maurice Wilkins, Rosalind Franklin 
及 同事 。 他 们 用 X 射线 入 射 分 析 DNA 的 空间 三 维 
结构 。 最 后 ， 沃 森 和 克 里 克也 加 入 到 这 个 竞赛 中 。 
沃 森 当 时 只 有 20 出 头 ， 但 已 获得 印第安 纳 大 学 的 博 
士 学 位 ， 在 英国 剑桥 大 学 卡 文 迪 许 实验 室 研究 
DNA. ÆI  fth i T 35 岁 的 物理 学 家 克 里 克 ， 
当时 克 里 克 正 参加 转 为 分 子 生物 学 家 的 培训 。 沃 森 
和 克 里 克 没有 亲自 做 实验 ， 他 们 的 策略 是 利用 其 他 
研究 小 组 的 数据 构建 DNA 模型 。 

Erwin Chargaff 是 另 一 位 非常 重要 的 贡献 者 。 
我 们 已 经 看 到 他 1950 年 的 论文 是 怎样 证 明 DNA 是 
遗传 物质 的 ， 但 是 论文 中 还 含有 另 一 条 更 有 意义 的 
信息 。Chargaff 对 不 同 来 源 DNA 碱 基 组 成 的 研究 发 


现 ， 味 叭 的 含量 总 是 大 体 与 喀 啶 的 含量 相等 。 此 外 ， 
腺 味 叭 与 胞 喀 院 的 量 总 是 大 体 相 等 ， 鸟 味 叭 与 胸腺 
喀 院 也 是 如 此 。 这 就 是 Chargaff 法 则 (Chargaff's 
rule)， 这 一 法 则 为 沃 森 和 克 里 克 模型 莫 定 了 宝贵 的 
基础 。 表 2. 1 展示 了 Chargaff 的 数据 。 你 会 注意 到 
由 于 一 些 碱 基 的 回收 不 完全 ， 略 偏离 法 则 ， 但 整体 
模式 是 明了 的 。 

或 许 揭 开 DNA 结构 之 谜 最 关键 的 一 幕 是 来 自 
Franklin 在 1952 年 拍摄 的 一 张 DNA X 射线 衍射 昭 
片 一 那 张 Wilkins F 1953 4 1 月 30 日 在 伦敦 给 沃 
森 看 的 照片 。X 射线 技术 操作 如 下 ， 实验 者 制备 非 
常 浓 而 黏 的 DNA 溶液 ， 然 后 用 一 根 针 挑 出 DNA 拉 
成 纤维 状 。 这 根 纤维 不 是 单个 的 分 子 ， 而 是 一 整 束 
DNA 分 子 ， 通 过 从 溶液 中 搜 出 迫使 它们 并 肩 整 齐 排 
列 。 如 果 周 围 空气 中 的 相对 湿度 恰当 ， 这 根 纤维 足 
以 像 晶 体 那样 以 可 解释 的 方式 衍射 X 射线 ,实际 上 
在 Franklin 的 照片 中 (图 2. 12) ， 衍 射 图 非常 简单 ， 
只 是 一 系列 的 点 排列 成 X 形状 ， 表 明 DNA 结构 本 
身 一 定 非常 简单 。 相 反 ， 像 蛋白 质 那样 复杂 不 规则 
的 分 子 产生 的 X 射线 衔 射 图 很 复杂 ， 有 许多 斑点 ， 
更 像 用 散 弹 猫 枪 射击 后 的 表面 。 由 于 DNA 分 子 非 
常 大 ， 只 有 具备 规则 、 重 复 的 结构 ， 它 才 可 能 有 简 
单 的 X 射线 本 射 照片 。 而 对 一 条 细 长 分 子 所 能 推测 
的 最 简单 重复 形状 是 螺旋 状 的 瓶 塞 钻 样 (cork- 
screw) 的 结构 或 螺旋 (helix) 。 


双 螺 旋 


Franklin 的 X 射线 研究 有 力 地 显示 DNA 是 一 种 
螺旋 。 不 仅 如 此 ， 它 还 提供 了 有 关 螺 旋 形状 和 大 小 
的 重要 信息 。 具 体 地 讲 ， 在 X 图 形 一 条 壁 上 相 邻 条 
带 的 间隔 与 螺旋 中 总 的 重复 距离 33. 2A 反 向 相关 ， 
义 图 形 顶 端 与 底部 间 的 距离 与 螺旋 上 重复 元 件 R 
基 对 ，base pair) 之 间 的 距离 〈3.32A) 反 向 相关 
〈 见 第 9 章 Bragg 规则 解释 这 种 反 向 关系 ) 。 虽 然 


表 2.1 每 摩尔 磷酸 中 DNA 的 靡 尔 碱 基 组 成 


人 类 
精子 


胸腺 FA 


Be 


牛 


胸腺 脾 


#1 #2 #1 


#1 #2 #3 #1 #2 


0.29 
0.31 
0.18 
0.18 
0.96 


0.27 
0. 30 
0.17 
0.18 
0.92 


0. 28 
0. 28 
0.19 
0.16 
0.91 


0.27 
0.27 
0.18 
0.15 
0.87 


0. 24 
0.25 
0.14 
0.13 


回收 率 0.76 


0. 26 
0.25 
0.21 
0.16 
0. 88 


0. 28 
0. 24 
0. 24 
0.18 
0.94 


0.30 
0.25 
0.22 
0.17 
0.94 


0. 25 
0. 24 
0. 20 
0.15 
0. 84 


0.26 
0. 24 
0.21 
0.17 
0. 88 


0.92 0.77 


Source: E. Chargaff “Chemical Specificity of Nucleic Acids and Mechanism of Their Enzymatic Degradation”, Experientia 
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图 2. 12 Franklin 的 DNA X 射线 衍射 图 。 
图 像 的 规则 性 图 案 表明 DNA 是 一 个 螺旋 。 
X 的 顶端 和 底部 带 间 的 间距 给 出 螺旋 元 件 
CARIES) 间 的 间距 为 3. 4A。 图 案 中 相 邻 
条 带 间 的 间隔 螺旋 的 全 部 重复 一 个 螺 距 
的 长 度 ) 为 34A。 (Source: Courtesy Pro- 
fessor M. H. F. Wilkins, Biophysics Dept. ， 
King’s College, London. ) 


Franklin 的 衍射 图 说 明了 DNA 的 很 多 东西 ， 但 也 带 
来 一 个 悖 论 ，DNA 是 规则 的 、 有 重复 结构 的 螺旋 ， 
而 它 要 行使 遗传 功能 ， 就 应 该 是 无 规则 的 碱 基 顺 序 。 

沃 森 和 克 里 克 想 出 了 一 种 模式 ， 既 能 解决 这 个 
矛盾 同时 又 能 满足 Chargaff 定律 ， 即 DNA 必须 是 
双 螺 施 (double helix)， 糖 -磷酸 骨架 在 外 面 ， 碱 基 
在 里 面 。 此 外 ， 碱 基 必 须 配 对 ， 一 条 链 上 的 嘎 叭 总 
是 与 另 一 条 链 上 的 喀 喧 配对。 这 种 方式 的 螺旋 是 均 
一 的 ,不 会 产生 两 个 大 的 嗓 叭 配对 的 膨胀 区 或 两 个 
小 的 喀 啶 配对 的 收缩 区 。 沃 森 开 玩笑 地 讲述 他 想到 
双 螺 旋 的 原因 说 ;“ 我 已 经 决定 建立 双 链 模型 。Fran- 
cis 不 得 不 同意 。 虽然 他 是 物理 学 家 ,但 也 知道 重要 
的 生物 学 目标 是 成 对 出 现 的 。” 

但 是 Chargaff 规则 远 不 止 这 些 ， 由 其 判断 腺 味 
叭 与 胸腺 喀 喧 等 量 ， 同 样 鸟 坚 叭 和 胞 喀 喧 也 是 等 量 
的 ， 这 与 沃 森 和 克 里 克 的 观测 结果 非常 吻合 ， 通 过 
氢 键 结合 的 A-T 碱 基 对 的 形状 与 G-C 碱 基 对 几乎 完 
全 相同 (图 2.13)。 所 以 , 沃 森 和 克 里 克 推 测 腺 呆 
叭 必须 总 是 与 胸腺 喀 啶 配对 ， 鸟 呆 叭 必须 总 是 与 胞 
喀 喧 配对。 这 样 ， 双 链 DNA 将 是 均匀 的 ， 由 形状 
非常 相似 的 碱 基 对 组 成 ， 不 必 考虑 任 一 DNA 单 链 
本 身 的 不 可 预知 序列 。 这 是 他 们 至 关 重 要 的 洞察 力 ， 
是 DNA 结构 的 关键 。 

双 链 螺旋 经 常 被 画 成 扭曲 的 梯子 ， 在 图 2. 14 中 
以 3 种 方法 表示 。 梯 子 弯曲 的 两 边 代 表 两 条 DNA 链 
的 糖 -磷酸 骨架 ， 横 档 代表 碱 基 对 。 碱 基 对 之 间 的 距 
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图 2.13 DNA 的 碱 基 对 。 通 过 3 个 气 键 连 
接 在 一 起 的 G-C 碱 基 对 (虚线 )， 与 通过 2 
个 氢 键 连接 在 一 起 的 A-T 碱 基 对 形状 几乎 
完全 相同 。 


离 是 3.32A， 全 部 螺旋 重复 距离 〈 螺 距 ) 是 33. 2A, 
意味 着 螺旋 每 旋 一 周 有 10 个 碱 基 对 bp). MAR 
示 这 两 条 链 是 反 向 平行 的 (antiparrallel) 。 如 果 一 条 
链 从 上 到 下 具有 5' 一 3' 极 性 ， 那 么 另 一 条 链 从 上 到 
下 必定 具有 3' 一 5 极 性 。 在 溶液 中 ，DNA 的 结构 与 
此 非常 类 似 ,但 螺旋 每 一 圈 约 含 10. 4 个 碱 基 对 。 

ARMEE Nature 上 发 表 了 DNA 模型 的 
轮廓 ， 背 面 是 Wilkins 和 Frankin 及 同事 关于 X 射线 
衍射 数据 的 论文 。 沃 森 - 克 里 克 论 文 是 简洁 的 经 典 
一 一 只 有 900 个 字 ， 还 不 到 一 页 。 投 稿 之 后 不 到 一 
个 月 就 迅速 发 表 了 。 实 际 上 ， 克 里 克 想 清楚 地 病 明 
模型 的 生物 学 含义 ,但 沃 森 不 乐意 那样 做 。 他 们 拓 
酌 了 一 名 在 科学 文献 中 最 伟大 的 含糊 句子 ,“ 我 们 已 
经 注意 到 我 们 所 提出 的 特殊 碱 基 配 对 规则 立刻 会 使 
人 联想 到 遗传 物 质 的 某 种 可 能 的 复制 机 制 。” 

正如 这 名 引起 争论 的 话 所 预示 的 ， 沃 森 - 克 里 克 
模型 确实 提出 了 一 种 DNA 复制 机 制 。 因 为 两 条 链 
互补 (complement) 可 被 分 开 ， 然 后 各 自作 为 模板 
产生 一 条 新 的 互补 链 。 图 2. 15 示意 这 一 过 程 是 怎样 
完成 的 。 注 意 这 种 叫做 半 保 留 复制 的 机 制 怎样 保证 
两 条 子 代 DNA 链 与 母 链 完全 相同 ， 并 保证 细胞 分 
裂 时 基因 的 整体 性 。1958 年 Matthew Meselson 和 
Franklin Stahl 证 明 这 确实 是 DNA 的 复制 方式 ( 见 
第 20 章 )。 

AMG “DNA 分 子 是 一 种 双 链 螺旋 ， 糖 -磷酸 
骨架 位 于 螺旋 的 外 面 ， 碱 基 对 位 于 螺旋 的 里 面 。 
碱 基 以 特殊 的 方式 配对 : 腺 呵 叭 “A) tE 
BE (T) ext, SBS (G) 与 胞 喀 院 《C) 配 
对 。 
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图 2.14 DNA 结构 的 3 种 模型 。 (a) 螺旋 拉 直 显示 在 中 间 的 碱 基 配对 。 每 种 碱 基 用 不 同 颜 
色 表示 ， 糖 磷酸 骨架 用 黑色 表示 。 注 意 G-C 碱 基 对 中 有 3 个 氢 键 ， 而 A-T 碱 基 对 中 有 2 个 
气 键 ,每 一 条 链 旁 边 的 垂直 箭头 表示 5 一 3 方向 ， 两 条 DNA 链 反 向 平行 。 左 边 的 链 从 高 到 
低 ， 由 5 3 方向 延伸 ;右边 的 链 从 低 到 高 由 5 一 3' 方 向 延伸 。 脱 氧 核糖 环 (用 O 代表 氧 的 
白色 五 角形 ) 同样 显示 两 条 链 方向 相反 ， 右边 链 中 的 脱氧 核糖 环 与 左边 的 成 反 向 关系 。 
D) 双 链 螺旋 像 一 个 扭曲 的 梯子 ， 梯 子 的 两 边 代表 两 条 DNA 链 的 糖 -磷酸 骨架 ， 横 档 代表 碱 
基 对 。 两 条 链 旁 边 弯曲 的 箭头 指出 每 条 链 从 5 一 3 的 方向 ， 进 一 步 阐明 两 条 链 反 向 平行 。 
(O 空间 填充 模型 。 糖 -磷酸 骨架 由 黑色 、 红 色 、 白 色 和 黄色 小 球 串 起 来 ， 碱 基 对 是 蓝 色 小 
球 组 成 的 水 平平 面 。 注 意 大 小 沟 在 〔b) 和 (c) 指出 。 
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图 2.15 DNA 的 复制 。(a) 简化 起 见 ， 两 条 DNA 母 链 用 平行 线 表示 。 步 骤 1: 复制 时 母 链 分 离 
或 解 旋 。 步 又 2: 与 分 开 的 母 链 互补 的 碱 基 合 成 新 链 。 步 又 3: 随 着 母 链 的 完全 分 离 及 新 链 的 完 
成 ,复制 结束 。 最 终结 果 是 产生 了 与 母 链 完全 相同 的 两 条 DNA 双 链 。 因 此 ， 每 个 子 双 链 有 一 条 
母 链 和 一 条 新 链 。 由 于 每 个 子 双 链 只 保留 了 一 条 母 链 ， 因 此 这 种 复制 机 制 称 之 为 半 保留 复制 。 
O 相同 过 程 的 更 形象 描述 。 双 链 螺旋 中 显示 的 曲线 代替 了 平行 线 。 再 次 注意 两 个 子 双 螺旋 的 


产生 ， 每 个 都 有 一 条 母 链 和 一 条 新 链 。 


问题 解答 
问题 1 
下 图 是 两 个 碱 基 对 的 轮廓 ， 用 a、b、c 和 d 表 
示 碱 基 。 这 些 碱 基 的 真实 身份 是 什么 ? 
H 
O----H-NA 
s H c 
大 
ae Aa w 
H 
O SNN-H - - -O CH, 
N N 
4 ---HH T 
2E 
So o% 


解答 

RE a ER 〈 由 1 个 六 环 和 1 个 五 环 组 成 )， 
所 以 我 们 知道 它 一 定 是 逐 嘎 叭 〈A) RAR (G). 
而 且 ， 它 通过 3 个 氢 键 〈 虚 线 ) 连接 其 配对 碱 基 。 
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GC 碱 基 对 通过 3 个 氢 键 连接 ， 而 A-T 碱 基 对 只 有 
2 个 氢 键 连接 。 因 此 ， 碱 基 a ES, MEMRI b 
是 胞 喀 啶 。 由 于 A-T 碱 基 对 是 通过 2 个 氢 键 连接 
的 ， 碱 基 一 定 是 腺 顺 叭 〈A)， 其 配对 碱 基 d 必定 
EKRE (T). 
问题 2 
以 下 是 DNA 片段 一 条 链 的 序列 : 
5'ATGCGTGACTAATTCG3' 
写 出 这 条 DNA 双 链 形式 的 序列 。 
解答 
遵循 沃 森 - 克 里 克 碱 基 配 对 原则 ， 记 住 两 条 
DNA 链 是 反 向 平行 的 ， 双 链 DNA 如 下 : 
5'ATGCGTGACTAATTCG3' 
3'TACGCACTGATTAAGCS' 


2.3 RNA 基因 


Hershey 和 Chase 运用 的 遗传 系统 是 噬菌体 ， 
一 种 细菌 病毒 。 病 毒 颖 粒 本 身 其 实 是 基因 的 包装 。 
它 没有 自己 的 生命 ， 没 有 代谢 活性 ， 是 无 活性 的 。 


但 是 当 它 感染 宿主 细胞 时 ， 似 乎 就 活 了 。 宿 主 细胞 
突然 间 开始 制造 病毒 蛋白 ， 然 后 病毒 基因 被 复制 ， 
新 制造 的 基因 与 病毒 外 壳 蛋 白 组 装 成 子 代 病毒 颗粒 。 
由 于 在 宿主 体外 是 无 活力 颗粒 ， 进 入 体内 却 像 有 生 
命 的 东西 ， 所 以 病毒 很 难 分 类 。 有 些 科 学 家 称 其 为 
“ 活 物质 ”或 者 “生物 体 ” (organism) ， 有 些 科 学 家 
倾向 用 一 个 更 能 描述 病毒 低 于 生命 状态 Cless-then- 
living status) 的 词 一 一 “遗传 系统 ”。 这 个 词 适用 于 
任何 含有 复制 能 力 的 基因 实体 一 一 真正 的 生物 体 或 
者 病毒 。 

目前 为 止 所 研究 的 大 多 数 遗 传 系 统 的 基因 都 是 由 
DNA 组 成 的 。 但 是 有 些 病毒 ， 包 括 几 种 噬菌体 、 植 物 
和 动物 病毒 〈 如 艾滋 病 病 毒 HIV)， 具 有 RNA 基因 。 
有 时 病毒 RNA 基因 是 双 链 的 ， 但 通常 都 是 单 链 的 。 

我 们 已 经 过 到 了 在 分 子 生物 学 研究 中 利用 病毒 的 
著名 例子 ， 在 以 后 的 章节 将 看 到 更 多 的 例子 。 实 际 上 ， 
没有 病毒 ， 分 子 生 物 学 领域 会 出 现 无 法 估计 的 乏味 。 

小 结 ” 某 些 病毒 所 含 基因 由 RNA 而 非 DNA 
组 成 。 


2.4 核酸 的 物理 化 学 性 质 


可 以 推测 DNA 和 RNA 分 子 皇 现 出 几 种 不 同 的 
结构 ， 让 我 们 来 看 看 这 些 结构 以 及 在 一 些 条 件 下 促 
使 两 条 链 先 分 离 再 结合 DNA 的 特性 。 


DNA 结构 的 多 样 性 


由 沃 森 和 克 里 克 提出 的 DNA 结构 (图 2. 14) 
表示 在 非常 高 的 相对 湿度 92%) 下 所 形成 的 纤维 
RP DNA 钠 盐 的 结构 ， 被 称 为 B 型 DNA。 虽 然 它 


(a) (b) (c) 


可 能 接近 细胞 中 大 多 数 DNA 的 构 型 ， 但 并 不 是 双 
链 核酸 的 唯一 构象 。 如 果 将 DNA 纤维 周围 的 相对 
湿度 降 到 75%， 则 DNA 钠 盐 呈现 A 型 (图 
2. 16a) 。 它 在 许多 方面 不 同 于 B 型 (图 2. 16b)。 最 
明显 的 是 碱 基 对 的 平面 不 再 垂直 于 螺旋 轴 ， 而 是 偏 
离 水 平面 20"。 还 有 ，A 型 螺旋 每 个 螺 距 包含 10.7 
个 碱 基 对 而 非 B 型 螺旋 晶体 结构 中 的 10 个 碱 基 对 ， 
每 个 螺 距 只 有 24. 6A 而 非 33. 2A。 这 意味 着 螺旋 一 
图 的 距离 仅 有 24. 6A 而 不 是 BDNA 中 的 33. 2A。 
具有 一 条 DNA 链 和 一 条 RNA 链 的 杂交 多 聚 核 苷 酸 
ERM PE A 型 结构 ， 与 双 链 RNA 构象 相同 。 表 
2.2 给 出 了 和 A 型 和 了 B 型 DNA， 以 及 将 在 下 一 段 讨论 
的 左手 螺旋 Z 型 DNA 的 螺旋 参数 。 

人 A 型 和 B 型 DNA 都 是 右手 螺旋 ， 无 论 从 顶端 
还 是 底 端 看 ， 螺 旋 都 是 顺 时 针 方向 。1979 年 Alex- 
ander Rich 和 同事 发 现 DNA 并 不 总 是 右手 螺旋 的 ， 
RAH OS ALOE MER [dG-dC] ER 
[dG-dc]) 

—GCGCGCGC-- 

的 DNA 双 链 可 存在 于 延伸 的 左手 螺旋 中 。 由 于 从 
侧面 看 这 种 DNA WARE Z 字形 ， 所 以 常 被 称 为 
Z-DNA, 图 2.16c 是 Z-DNA 结构 ， 其 螺旋 参数 见 表 
2.2。 尽 管 Z-DNA 是 Rich 在 研究 模式 化 合 物 多 聚 
[dG-dC] + [dG-dC] 时 发 现 的 ， 这 种 结构 似乎 不 
只 是 一 种 实验 室 现 象 。 有 证 据 显 示 活 细胞 中 含有 少 
部 分 ZDNA。 此 外 ，Keji Zhao 及 同事 在 2001 年 发 
现 ， 至 少 一 种 基因 的 激活 需要 调节 序列 转变 成 Z 
J DNA, 


图 2.16 A-DNA、B-DNA 和 Z-DNA 
的 计算 机 模型 。 (a) A-DNA。 注 
意 其 碱 基 对 〈 蓝 色 ) 从 右 向 左 的 
倾斜 在 上 部 和 底部 附近 的 大 沟 中 
特别 清楚 。 还 请 注意 右手 螺旋 由 
糖 - 磷 酸 骨 架 (红色) 显示 。 
(b) BDNA。 注意 熟悉 的 右手 螺 
旋 , 大 致 水 平 的 碱 基 对 。(c) Z-DNA, 
注意 是 左手 螺旋 。 这 些 DNA 的 碱 
基 对 数目 都 相同 ， 强 调 3 种 结构 
在 致密 度 上 的 不 同 。 (Source: 
Courtesy Fusao Takusagawa. ) 


+196 


322.2 DNA 形式 
形式 斜 度 /A 每 转 碱 基数 。 ” 碱 基 对 偏离 水 平面/ 
A 24.6 10.7 +19 
B 33.2 #10 一 1.2 
Z 45.6 12 =ý 


ANA Eat, DNA 可 能 以 常见 的 B 构 
型 存在 ， 其 碱 基 对 是 水 平 的 .小 部 分 DNA 可 能 
基 现 伸展 的 称 之 为 Z-DNA 左手 螺旋 (BOER 
核 细胞 中 )。RNA-DNA 杂交 链 基 现 出 第 三 种 螺 
旋 ， 称 之 为 AWA. SAE SAF 

DNA 双 螺 旋 两 条 链 的 分 离 ”虽然 一 种 生物 的 
DNA 中 G/C 和 A/T 的 比例 是 固定 的 ， 但 是 在 不 同 
DNA 中 GC 含量 (G 十 C 的 百分率 ) 变化 相当 大 。 
表 2.3 列 出 了 几 种 生物 和 病毒 DNA 中 GC 的 含量 ， 
变化 范围 为 22%% 一 73 外 。 这 些 差异 反映 了 DNA 物 
理性 质 的 不 同 。 


表 2.3 不 同 DNA 的 G 十 C 相 对 含量 


百分数 
DNA (G+C) /% 
MARIM Dictyostelium (FARM) 22 
ALITE ESRI Streptococcus pyogenes 34 
疫 菌 病毒 Vaccina virus 36 
蜡 状 芽孢 杆菌 Bacillus cereus 37 
巨大 芽孢 杆菌 B. megaterium 38 
流感 嘲 血 杆菌 Haemophilus influenzae 39 
酿酒 酝 母 菌 Saccharomyces cerevisiae 39 
小 牛 胸 腺 Calf thymus 40 
SRWUF Rat liver 40 
公牛 精子 Bull sperm al 
肺炎 链球 菌 Streptococcus pneumoniae 42 
IMHE Wheat germ 43 
‘AFF Chicken liver 43 
NBA Mouse spleen 44 
钾 鱼 精子 Salmon sperm 44 
‘Hi ERUT MB. subtilis 44 
TI 噬菌体 T1 bacteriaphage 46 
ARGH Escherichia coli 51 
T7 WWIE T? bacteriaphage 51 
T3 噬菌体 T3 bacteriaphage 53 
ERIN Neurospora crassa 54 
绿 脓 杆 菌 Pseudomonas aeruginosa 68 
腾 黄 八 全 球菌 Sarcina lutea 72 
PEBER Micrococcus Lysodeikticus 12 
疱疹 病毒 Herpes simplex virus 72 
草 分 枝 杆菌 Mycobacterium phlei 13 


Source; From Davidson, The Biochemistry of the Nu- 
cleic Acids, 8th ed. revised by Adams et al. , Lippencott. 
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当 DNA 溶液 被 充分 加 热 时 ， 结 合 两 条 链 的 非 
共 价 力 被 前 弱 直 至 最 后 被 打 断 。 此 时 两 条 链 在 DNA 
变性 (DNA denaturation) 或 DNA 炊 解 (DNA 
melting) 过 程 中 分 离 。DNA 链 一 半 变 性 时 的 温度 称 
HAREE (melting temperature) RK Tn. 图 2.17 
是 肺炎 链球 菌 DNA 的 熔 解 曲线 。 链 分 离 或 熔 解 的 
量 可 通过 DNA 溶液 在 260nm 处 的 光 吸 收 来 检测 。 
碱 基 中 的 电子 结构 使 核酸 在 这 个 波长 吸收 光 ， 但 是 
当 两 条 DNA 链 结 合 时 ， 碱 基 的 紧密 接近 会 狐 灭 一 
些 吸收 。 当 DNA 链 分 离 时 ， 这 种 镁 灭 作用 消失 ， 
吸光 率 升 高 30% 一 40 站 ， 这 种 现象 称 为 增色 转换 
(效应 ) (hyperchromic shift) 。 曲 线 的 急剧 上 升 表明 
温度 到 达 Tv 之 前 ， 链 结合 得 很 紧 ， 到 达 Ts 之 后 迅 
速 分 离 。 


图 2.17 肺炎 链球 菌 (Streptococcus pneumoni- 
ae) DNA 变性 曲线 。 加 热 DNA， 其 变性 以 
260nm 处 吸光 率 的 上 升 来 检测 。 变 性 温度 规定 
为 完全 熔 解 温度 的 一 半 或 T。。 这 条 DNA 的 Tr 
值 约 为 85°C (Adapted from P. Doty, The Har- 
vey Lectures 55; 121, 1961.) 


DNA 链 的 GC 含量 对 它 的 Ta 值 有 显著 影响 。 
如 图 2. 18 所 示 ，DNA 的 GC 含量 越 高 ， 其 T。 值 就 
越 高 。 为 什么 会 这 样 ? 回忆 使 两 条 DNA 链 结合 的 
力 之 一 是 氢 键 结合 ， 再 回想 GCC 有 3 个 氧 键 ， 而 A- 
T 只 有 2 个 氢 键 。 因 此 ， 富 含 GC 的 DNA 双 链 比 富 
会 AT 的 DNA 双 链 结合 得 更 紧密 。 想 想 两 对 拥抱 的 
SER, RIGA 200 条 腿 ， 另 一 对 各 有 300 条 腿 ， 
显然 后 一 对 更 难 被 分 开 。 

加 热 并 非 DNA 变性 的 唯一 方法 ， 二 甲 基 亚 砚 、 
甲 酰胺 等 有 机 溶剂 或 高 pH 都 可 破坏 DNA 链 之 间 的 
Met, 促使 其 变性 。 降 低 DNA 溶液 中 的 盐 浓 度 ， 
移 除 可 屏蔽 两 条 链 间 负电 荷 的 离子 ， 也 有 助 于 变性 。 
在 很 低 的 离子 强度 下 ， 这 些 负 电荷 的 互 斥 力 很 强 ， 
足以 使 DNA 在 相对 低 的 温度 下 变性 。 

DNA 的 GC 含量 同样 影响 它 的 密度 。 图 2. 19 
显示 用 CsCl 溶 液 密度 梯度 离心 时 〔 见 第 20 章 ) GC 
含量 与 密度 之 间 的 直接 线性 关系 。 密 度 依赖 碱 基 组 


G+C/% 
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图 2.18 DNA 溶解 温度 与 GC 含量 之 间 的 关系 。 
AT-DNA 是 指 人 工 合成 的 全 部 由 A 和 工 组 成 的 
DNA ( GC 含量 =0), (Adapted from P. Doty, 
The Harvey Lectures 55; 121, 1961.) 


成 的 部 分 原因 是 真实 的 ， 即 A-T 碱 基 对 的 摩尔 体积 
较 G-C 碱 基 对 要 大 ， 但 部 分 原因 可 能 是 CsCl 密度 方 
法 产生 的 假象 ，G-C 碱 基 对 与 CsCl 结合 的 倾向 性 比 
A-T 碱 基 对 更 强 , 使 其 观测 密度 看 上 去 高 于 相对 的 
实际 密度 。 


100}- 


4 一 草 分 枝 杆菌 | 
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0 L L — L 上 1 
168 1.69 1.70 171 1.72 173 174 1.75 
密度 /(g/mL) 
图 2.19 不 同 来 源 的 DNA 中 GC 含量 与 密度 之 
间 的 关系 。AT-DNA 是 指 人 工 合成 的 纯 AT 
组 成 的 DNA; 其 GC 含量 为 零 。 (Adapted from 
P. Doty, The Harvey Lectures 55: 121, 1961.) 


WN FRR DNA 中 GC AREST BAA 
接近 75% 之 间 变 化 ， 这 对 DNA 的 物理 性 质 影响 
强烈 ， 特 别 是 它 的 熔 解 温度 和 密度 都 随 GC A 
TRENIN, DNA 的 熔 解 温度 (Ta) a 


链 解 离 或 变性 时 的 温度 。 低 离子 强度 、 高 pH 和 
有 机 溶剂 都 能 促进 DNA 变性 。 

解 离 的 DNA 链 的 再 结合 ”一 旦 DNA 双 链 分 
离 ， 在 适当 条 件 下 它们 可 再 次 结合 ， 这 一 过 程 称 为 
退火 (annealing) 或 复 性 (renaturation) 。 多 种 因素 
可 影响 复 性 效率 。 最 重要 的 3 种 因素 如 下 。 

1. 温度 DNA 复 性 的 最 佳 温度 比 其 Tv 值 低 约 
25C。 这 个 温度 低 到 不 会 促进 变性 ， 但 也 高 到 使 
DNA 分 子 迅速 扩散 ， 前 弱 错 配 序列 与 短 的 链 内 碱 基 
配对 区 域 间 的 瞬时 键 合 。 表 明 变性 后 迅速 冷却 可 防 
止 复 性 。 实际 上 ， 使 变性 DNA 保持 变性 状态 的 常 
用 方法 是 将 热 的 DNA 溶液 迅速 插入 冰 水 中 ， 这 个 
方法 叫做 淳 火 “quenching) 。 

2. DNA 的 浓度 ”溶液 中 DNA 的 浓度 也 很 重要 。 
在 合理 的 范围 内 ， 浓 度 越 高 ， 两 条 互补 链 在 给 定时 
间 内 就 越 有 可 能 相 过 。 换 句 话说 ,浓度 越 高 ， 复 性 


越 快 。 
RNA 
Yee 
杂交 体 


图 2.20 DNAS RNA 的 杂交 。 首 先 将 左上 角 
的 DNA 变性 ， 分 开 成 两 条 DNA 单 链 ( 蓝 色 )。 
然后 ,将 其 与 RNA 链 混 合 ， 该 RNA 链 只 与 其 
中 一 条 DNA 链 互 补 。 杂 交 反 应 在 相对 较 高 的 温 
度 下 发 生 ， 有 利于 DNA-RNA 杂交 双 链 的 形成 。 
杂 合 链 中 有 一 条 DNA BE GEE) 和 一 条 RNA 


Ke. 


变性 + 


双 链 DNA 
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3. LEM 显然， 复 性 时 间 越 长 ， 复 性 
越 多 。 

AMG GPRS) DNA BEAT GETS HERB x. 
多 种 因素 影响 复 性 ， 其 中 有 温度 、DNA 浓度 和 
复 性 时 间 。 

AMAA SRARREMRR CSAIL, 我 
们 只 是 将 两 条 分 开 的 DNA 链 简 单 地 再 结合 在 一 起 ， 
但 是 还 有 其 他 可 能 性 。 例如， 一 条 DNA 链 与 一 条 
RNA 链 也 可 结合 形成 双 螺 旋 。 如 果 将 基因 的 两 条 链 
分 开 ， 其 中 一 条 与 其 互补 的 RNA 链 放 在 一 起 ， 就 
会 发 生 这 种 情况 〈 图 2. 20)。 我 们 不 再 将 其 称 为 退 
火 ， 而 是 杂交 〈hybridization)， 因 为 两 种 不 同 的 核 
酸 在 一 起 形成 杂 合 链 (hybrid) 。 杂 交 的 两 条 链 不 一 
定 必须 像 DNA 与 RNA 那样 大 的 差异 ， 两 个 不 同 的 
具有 互补 或 几乎 互补 的 DNA 链 放 在 一 起 ， 仍 然 称 
之 为 杂交 一 一 只 要 两 条 链 来 源 不 同 。 两 个 互补 链 的 
差别 还 可 以 非常 小 ， 如 一 条 链 可 能 有 放射 性 而 另 一 
条 没有 。 我 们 将 在 本 书后 面 看 到 ， 杂 交 是 极 有 价值 
的 技术 。 实 际 上 ， 杂 交 对 分 子 生 物 学 的 重要 性 再 怎 
么 夸大 都 不 为 过 。 


不 同 大 小 和 形状 的 DNA 
表 2.4 是 几 种 生物 的 单 倍 体 基因 组 和 病毒 的 大 
小 。 有 3 种 方法 可 表示 基因 组 大 小 : 分 子 质量 、 破 


基数 和 碱 基 长 度 。 当然， 这 些 指标 是 相关 的 。 我 们 
已 经 知道 怎样 将 碱 基 对 数目 转化 为 长 度 ， 每 一 圈 螺 


Be GREE) 约 有 10. 4 个 碱 基 对 ， 长 为 33. 2 人 。 将 碱 
基 对 数 转化 为 分 子 质量 ， 只 需 乘 以 660 (平均 一 个 
核 音 酸 对 的 分 子 质量 ) 。 

如 何 测量 这 些 大 小 呢 ? 对 于 短 的 DNA 很 容易 。 
例如 ，PM2 噬菌体 DNA 含有 一 条 双 链 环 状 DNA, 
怎么 知道 它 是 环 状 的 呢 ? 最 直接 的 方法 就 是 看 一 下 。 
用 电子 显微镜 就 能 看 到 ， 但 首先 必须 处 理 DNA 使 
其 能 阻止 电子 并 呈现 在 显 微 图 像 上 ， 就 像 骨骼 阻碍 
X 射 线 从 而 在 义 射 线 照片 上 显现 一 样 。 最 普通 的 方 
法 是 用 铂 等 重金 属 包 庄 DNA, 将 DNA 放 在 一 个 电 
于 显微镜 网 格 上 同时 从 很 小 的 角度 用 小 金属 弹 胡 击 ， 
使 金属 堆积 在 DNA 就 像 栅栏 后 面 的 白雪 。 
旋转 网 格 上 的 DNA 使 其 四 周 都 变 成 阴影 。 现 在 金 
属 将 电子 显微镜 中 的 电子 阻止 并 使 DNA 显现 出 来 
了 ， 就 像 在 黑暗 背景 下 的 光线 。 翻 转 图 像 产生 如 图 
2. 21 的 照片 ， 这 是 PM2 DNA 两 种 形式 的 电子 显 微 
照片 ， 开 环 的 〈 左 下 ) 和 超 螺旋 supercoil) (H 
上 )， 超 螺旋 的 DNA 自身 盘 绕 很 像 一 条 扭曲 的 橡皮 
筋 。 利 用 这 种 图 片 就 可 测定 DNA 的 长 度 了 ， 如 果 
在 同一 张 图 中 含有 已 知 长 度 的 标准 DNA， 则 会 使 测 
定 更 为 精确 。DNA 的 大 小 还 可 以 用 凝 胶 电泳 估计 ， 
我 们 将 在 第 5 章 介绍 。 

小 结 KIR DNA 的 大 小 在 几 千 碱 基 到 数 亿 
碱 基 之 间 变 化 。 小 DNA 的 片段 大 小 可 直接 用 电 
子 显微镜 检测 ， 这 个 技术 也 可 揭示 DNA 是 环 状 
的 、 线 性 的 还 是 超 螺旋 的 。 


表 2.4 各 种 大 小 的 DNA 


来 源 相对 分 子 质量 碱 基 对 /bp 长 度 
亚 细 胞 遗传 系统 
SV40 (哺乳 动物 病毒 ) 3.5X 108 5226 1. 7pm 
噬菌体 X174 〈 双 链 形式 ) 3.2X108 5386 1. 8m 
噬菌体 入 3.3X107 4.85X104 13pm 
噬菌体 T2 或 T4 1.3X108 2x 108 50pm 
人 类 线粒体 9.5X 108 16 596 Spm 
细菌 
列 血 杆菌 1.2X10° 1. 83X 108 620pm 
大 肠 杆菌 3.2X109 4. 64X106 1. 6mm 
VIRA 8x10 1.1X107? 3. 8mm 
真 核 生物 ( 单 倍 体 细胞 核 的 含量 } 
酵母 7.9X10° 1.2X10 4. lmm 
红色 面包 需 约 1.9X102 约 2.7X107 约 9. 2mm 
FUR #4) 1.210" 约 1.8X108 约 6.0cm 
小 鼠 约 1.5X102 约 2.2X109 约 750cm 
人 类 约 2.3X102 约 3.2X10? 约 1.1m 
玉米 约 4.4X102 约 6.6X10? 约 2.2m 
aE 约 1.4X103 约 2.3X10% 约 7.7m 
百合 22x10" #4 3x10 约 100m 


= 226 


2.21 


噬菌体 PM2 DNA 的 电子 显 微 照片 。 
左下 方 是 开 环形 式 ， 右 上 方 是 超 螺旋 。(Source: 
© Jack Griffith. ) 


问题 解答 


问题 3 

噬菌体 Pl 是 一 条 含有 91 500bp (91. 5kb) 的 双 
链 DNA。(a) 这 条 DNA 含有 多 少 个 完整 的 双 螺旋 
转 数 ? (b) 该 DNA 有 多 少 微米 〈lphm= 104A)? 
(c) 其 分 子 质量 是 多 少 ? (d 含有 多 少 磷 原 子 ? 
解答 

(a) 已 知 双 螺 旋 每 转 一 图 含有 10. 4bp 碱 基 。 因 
此 ， 我 们 所 要 做 的 就 是 用 碱 基 总 数 除 以 10. 4 

91 500bpX1 个 螺旋 转 /10. 4bp~ 8798 个 螺旋 转 

(b) 沿 螺旋 轴 ， 碱 基 对 之 间 的 距离 约 3. 32A， 
或 者 3. 32X 10-4pm， 所 以 只 需 把 碱 基 对 总 数 乘 以 
3. 32X10- 即 可 

91 500bpX3. 32X 10~*ym /bp 30. 4pm 

(c) 一 个 碱 基 对 的 分 子 质量 约 为 660 道 尔 顿 
《Da) ， 所 以 用 碱 基 对 总 数 乘 以 660Da 
91 500bpX 660Da/bp=6. 0X 10° Da (6. 0X107 kDa) 

(d) 每 个 碱 基 对 有 两 个 磷 原 子 ， 每 条 链 有 一 个 。 
因此 ， 只 要 用 碱 基 对 总 数 乘 以 2 即 可 

91 500bpX 2 磷 原 子 /bp 二 183 000 个 磷 原 子 

DNA 大 小 与 遗传 容量 之 间 的 关系 一 个 给 定 的 
DNA 中 有 多 少 个 基因 ? 仅 从 DNA 大 小 是 不 可 能 回 
答 的 ， 因 为 我 们 不 知道 一 条 给 定 的 DNA 中 有 多 少 
序列 用 于 基因 或 基因 间隔 、 基 因 内 有 多 少 个 插 和 人 序 


列 。 但 是 可 以 估计 一 条 DNA 能 够 容纳 基因 的 上 限 
数目 。 先 假定 要 讨论 的 基因 是 编码 蛋白 质 的 ， 在 第 
3 章 和 其 他 章 将 看 到 许多 基因 只 编码 RNA， 在 这 里 
不 考虑 它们 。 还 要 假定 一 个 普通 蛋白 质 的 分 子 质量 
约 为 40 000Da， 这 代表 多 少 个 氨基 酸 呢 ? 氨基 酸 的 
分 子 质量 不 同 ， 但 是 平均 约 为 110Da。 为 简化 计算 ， 
假设 平均 为 110， 意 味 着 普通 蛋白 质 含有 40 000/ 
110， 约 364 个 氨基 酸 。 因 为 每 个 氨基 酸 需要 3bp 的 
DNA 编码 ， 含 有 364 个 氨基 酸 的 蛋白 质 需 要 一 条 长 
约 1092bp 的 基因 。 

从 表 2.4 列 出 的 DNA 中 看 出 ， 大 肠 杆菌 染色 体 
4.2X10sbp， 可 编码 约 4200 个 普通 蛋白 质 。 感 染 大 
肠 杆 菌 的 入 噬菌体 只 有 4.85X10'bp， 只 能 编码 44 
个 蛋白 质 。 表 2.4 中 最 小 的 双 链 DNA 是 ©X174, 
只 有 5375bp， 原 则 上 只 够 编码 约 5 个 蛋白 质 ， 但 是 
叭 菌 体 可 通过 重合 基因 挤 出 一 些 额外 信息 。 


问题 解答 


问题 4 

表 2.4 显示 噬菌体 T2 和 T4 DNA 含有 2 X 
10*bp。 这 些 噬 菌 体能 含有 多 少 个 平均 大 小 的 基因 
《编码 蛋白 的 相对 分 子 质量 约 为 40 000)? 
解答 

因为 一 个 氨基 酸 的 平均 分 子 质量 是 110Da， 分 
子 质量 为 40 000Da 的 蛋白 质 约 含有 364 个 氨基 酸 。 
3 个 碱 基 编 码 一 个 氨基 酸 ， 所 以 每 个 蛋白 质 将 由 
1092 个 碱 基 编 码 。 因 此 ， 在 一 条 含有 2X 10° bp 的 
DNA 中 ， 中 等 大 小 的 基因 数 是 2X 10° /1. 09 X 108 = 
1.83X 10? 或 183。 

DNA 的 含量 与 CMF He) eS HIM ART HE 
动物 那样 复杂 的 生物 体 要 比 酵母 那样 简单 的 生物 体 
需要 更 多 的 基因 ， 因 此 它们 应 当 有 更 高 的 C 值 CC 
value) ， 即 每 个 单 倍 体 细胞 的 DNA 含量 。 大 体 上 ， 
你 的 预测 是 正确 的 。 小 鼠 和 人 类 单 倍 体 细胞 的 DNA 
量 是 酵母 单 倍 体 细胞 的 100 多 倍 。 而 酵母 细胞 的 
DNA 比 更 简单 的 大 肠 杆菌 多 5 倍 。 然 而 ， 生 物体 的 
物理 复杂 性 与 其 细胞 中 DNA 含量 间 的 对 应 关系 并 
不 完美 。 以 青蛙 为 例 ， 本 能 地 你 不 会 认为 两 栖 动物 
的 C 值 比 人 类 高 ， 然 而 ， 青 蛙 每 个 细胞 的 DNA 含 
量 是 人 类 的 7 倍 ， 甚 至 更 为 夸张 的 是 百合 花 每 个 细 
胞 所 含 的 DNA 比 人 类 细胞 的 多 100 4! 

这 种 令 人 困惑 的 情况 称 为 C 值 悼 论 (C-value 
paradox) 。 考 虑 同一 类 群 内 的 生物 时 ， 情 况 就 变 得 
更 加 难以 解释 。 例 如 ， 有 些 两 栖 动物 的 C 值 比 其 他 
两 栖 动物 高 100 倍 ， 而 显 花 植物 的 C 值 变化 更 大 。 
这 是 否 意味 着 某 种 高 等 植物 的 基因 要 比 另 一 种 高 等 
植物 多 出 100 倍 ? 这 简直 难以 置信 。 问 题 是 那些 额 
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外 的 基因 有 什么 用 ? 为 什么 我 们 看 不 到 这 些 生物 在 
物理 复杂 性 上 的 巨大 差异 。 对 C 值 悖 论 较 可 信 的 解 
释 是 具有 很 高 C 值 的 生物 体 只 是 具有 大 量 多 余 的 、 
非 编码 的 DNA。 这 些 额外 DNA 的 功能 ， 如 果 有 的 
话 ， 仍 然 是 神秘 的 。 

实际 上 ， 甚 至 哺乳 动物 的 DNA 也 远 远 多 于 基 
因 的 需要 。 将 我 们 的 简单 规则 (用 碱 基 对 数 除 以 
1090) 用 于 人 类 基因 组 ， 可 得 到 最 大 基因 数 约 为 
300 万 的 估计 ， 这 个 数目 太 高 了 。 

已 完成 的 人 类 基因 组 草图 表明 人 类 只 含 
20 000 一 25 000 个 基因 ， 这 意味 着 人 类 细胞 含有 的 
DNA 要 比 看 上 去 所 需要 的 多 100 倍 。 在 真 核 生物 基 
因 中 ， 多 数额 外 DNA 是 在 间 插 序列 中 发 现 的 (第 
14 章 )， 其 余 的 则 在 基因 之 外 的 非 编码 区 。 

小 结 ， 在 细胞 或 病毒 中 ，DNA 含量 与 基因 
数目 间 有 一 定 的 相关 性 。 然 而， 这 种 相关 性 在 下 
个 亲缘 关系 相近 的 生物 中 被 打破 卫 ， 其 单 伴 体 细 
胞 的 DNA 含 量 (C 值 》 变 化 很 大 , C 值 悖 论 在 
某 些 生物 或 许可 以 通过 额外 非 编码 DNA 而 不 是 
额外 基因 来 解释 。 


总 结 


所 有 真 核 生物 的 基因 都 是 由 DNA 构成 的 ， 一 
些 病毒 的 基因 由 RNA 构成 。DNA 和 RNA 是 由 称 
之 为 核 苷 酸 的 基本 单位 组 成 的 链 状 分 子 。DNA 具有 
双 链 螺旋 结构 ， 其 糖 -磷酸 骨架 在 外 侧 ， 碱 基 对 在 里 
面 。 碱 基 以 特殊 的 方式 配对 : ME CA) 与 胸腺 
MEE (T) Wt, SOR (G) 与 胞 喀 啶 〈C) 配对 。 
当 DNA 复制 时 ， 母 链 分 开 ， 并 分 别 作为 模板 合成 
一 条 新 的 互补 链 。 

天 然 DNA 的 GHC 含量 在 22% ~ 73% BL, 
对 DNA 的 物理 性 质 ， 特 别 是 其 熔 解 温度 产生 强烈 
影响 。DNA 的 熔 解 温度 (Ta) 是 一 半 双 链 解 离 或 
变性 时 的 温度 。 分 开 的 DNA 链 可 被 复 性 或 退火 。 
在 称 之 为 杂交 的 过 程 中 ， 不 同 来 源 的 多 聚 核 苷 酸 互 
补 链 CRNA 或 DNA) 能 形成 双 螺旋 。 天 然 DNA 长 
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| 
度 变化 很 大 。 小 DNA 的 片段 大 小 能 通过 电子 显 微 | 
镜 测定 。 

在 细胞 或 病毒 中 DNA 含量 与 基因 数目 间 有 一 
定 的 相关 性 。 但 是 ， 在 几 个 亲缘 关系 相近 的 生物 中 
这 种 相关 性 不 成 立 ， 这 些 生物 每 个 单 倍 体 细胞 的 | 
DNA AE (CH) ERK. CHERI LE 
过 某 些 生物 的 额外 非 编码 DNA 来 解释 。 

RAR 

1. 比较 和 对 比 Avery 及 同事 以 及 Hershey 和 
Chase 为 证 明 DNA 是 遗传 物质 所 采用 的 实验 方法 。 

2. 图 示 脱 氧 核 苔 单 磷酸 的 一 般 结构 ， 详 细 显 示 
糖 结构 ， 标 出 碱 基 和 磷酸 连接 的 位 置 ， 标 出 脱氧 的 
位 置 。 

3. 图 示 连 接 两 个 核 苷 酸 的 磷酸 二 酯 键 的 结构 。 
清楚 显示 磷酸 二 酯 键 中 两 个 糖 的 位 点 。 

4. A DNA 味 叭 与 另 一 条 DNA 链 上 的 配对 碱 
基 形 成 3 个 氢 键 ? 哪个 形成 2 个 氨 键 ? 哪 种 DNA 哮 
院 与 其 配对 碱 基 形成 3 个 所 键 ?哪个 形成 2 个 氨 键 ? 

5. 图 示 典 型 的 DNA 熔 解 曲线 图 ， 标 出 坐标 轴 
并 指出 熔 解 温度 。 

6. 图 示 DNA 的 GC 含量 与 其 熔 解 温度 间 的 关 
系 ， 对 这 种 关系 的 解释 是 什么 ? 

7. 图 示 DNA 的 GC 含量 与 其 密度 间 的 关系 ， 

对 这 种 关系 的 解释 是 什么 ? 
8. 图 示 说 明 核酸 分 子 杂交 的 原理 。 


分 析 题 


1. 人 类 单纯 疱疹 1 型 病毒 基因 组 双 链 DNA 的 
分 和 质量 约 为 1.0X10;kDa。 

(a) 这 个 病毒 有 多 少 个 碱 基 对 ? (b) 有 多 少 个 
完整 的 双 螺旋 ? (c) DNA 的 长 度 是 多 少 微米 ? 

2. 一 个 含有 12 000bp 的 DNA 基因 组 能 编码 多 
少 个 平均 大 小 的 蛋白 质 ， 假 设 基因 不 重 状 ? 


翻译 L 纪 RE KER 


色彩 增强 的 DNA 链 扫描 电镜 照片 ， 显 示 转 录 细节 (X61 500). 
© Biophoto Associates /Photo Researchers, Inc. 


正如 我 们 在 第 1 章 所 学 过 的 ， 基 因 参 与 以 下 3 
种 主要 活动 。 

1 基因 是 个 信息 库 ， 携 带 有 合成 生命 关键 分 
子 一 一 RNA 的 信息 。RNA 的 碱 基 序列 直接 来 自 基 
因 的 碱 基 序列 ， 而 大 多 数 RNA 又 作为 模板 合成 另 
一 种 关键 的 细胞 分 子 一 一 蛋白 质 。 以 DNA 为 蓝图 
产生 RNA 和 蛋白 质 的 过 程 叫 做 基因 表达 。 第 6 一 19 
章 将 讨论 基因 表达 的 各 个 方面 。 

2. 基因 能 被 复制 。 这 种 复制 是 非常 准确 保守 
的 ,使 遗传 信息 能 一 代 一 代 传 下 去 。 第 20 章 、 第 
21 章 将 讨论 基因 的 复制 。 

3, 基因 可 接受 偶然 的 改变 或 突变 ， 使 生物 体 得 
以 进化 。 有 时 这 些 变化 包括 重组 ， 即 染色 体 之 间或 
一 条 染色 体 上 位 点 之 间 DNA 的 交换 。 重 组 还 包括 
基因 组 中 DNA 片段 〈 转 座 元 件 ) (transposable ele- 
ment) 从 一 个 位 置 转移 到 另 一 个 位 置 。 第 22 章 、 第 
23 章 将 讨论 重组 和 转 座 因子 。 

本 章 简单 介绍 了 基因 的 3 种 特性 ， 在 后 面 的 章 
节 将 提供 一 些 背景 知识 以 利于 深入 理解 这 些 特性 。 


3.1 储存 信息 


我 们 先 对 基因 表达 的 过 程 做 简要 的 概述 ， 然 后 
介绍 蛋白 质 结构 ， 概 括 基因 表达 的 两 个 步 双 。 


基因 表达 的 总 体 过 程 
从 DNA 基因 的 信息 到 蛋白 质 的 合成 是 一 个 两 


步 过 程 。 第 一 步 是 RNA 的 合成 ， 这 条 RNA 与 
DNA 的 一 条 链 互补 ， 称 为 转录 (transcription), 
二 步 称 为 翻译 〈translation) ，RNA 的 信息 用 于 合成 
多 肽 。 这 种 信息 性 的 RNA 称 为 信使 RNA (mRNA), 
表示 它 像 信使 一 样 携带 信息 从 基因 到 细胞 的 蛋白 质 
工厂 。 

与 DNA 和 RNA 一 样 ， 蛋 白质 也 是 多 聚 物 一 一 
长 的 链 状 分 子 。 蛋 白质 链 中 的 单 体 称 为 氨基 酸 。 
DNA 与 蛋白 质 的 信息 关系 为 ， DNA 基因 的 3 个 核 
. 阁 酸 代表 蛋白 质 的 一 个 氨基 酸 。 

图 3. 1 总 结 了 蛋白 质 编码 基因 的 表达 过 程 及 关 
于 DNA 链 的 术语 。mRNA 与 上 方 〈( 蓝 色 ) 的 DNA 
链 有 相同 的 序列 〈 除 了 UIE T). mRNA 含有 生 
成 多 肽 的 信息 ， 所 以 我 们 说 它 “ 编 码 ”(code for 或 
encode) 多 肽 。 这 里 mRNA 编码 甲 硫 氨 酸 -丝氨酸 - 
天 冬 酰胺 - 丙 氨 酸 ， 缩 写 为 Met-Ser-Asn-Ala。 在 这 
条 mRNA 上 甲 硫 氨 酸 密码 子 为 AUG， 丝 氨 酸 、 天 
冬 酰胺 和 丙 氨 酸 的 密码 子 分 别 为 AGU、AAC 
和 GCG。 

由 于 下 方 的 DNA 链 与 mRNA 互补 ， 以 其 为 模 
板 生成 mRNA， 因 此 称 这 条 链 为 模板 链 (template 
strand) 或 转录 链 ， 而 上 方 这 条 链 则 为 非 模板 链 
(nontemplate strand) 或 非 转录 链 。 由 于 非 模板 链 与 
相应 的 mRNA 在 本 质 上 有 相同 的 编码 特征 ， 许 多 遗 
传 学 家 又 称 它 为 编码 链 (coding strand), EMX 
的 链 为 非 编 码 链 (anticoding strand)。 同 样 ， 由 于 
上 方 链 与 mRNA 意义 相同 ， 也 称 为 正义 链 (sense 


ng o 


strand)， 下 方 的 链 称 为 反 义 链 (antisense strand). 
但 是 遗传 学 家 使 用 的 “编码 链 ” 和 “正义 链 ” 却 是 
完全 相反 的 情况 。 为 避免 混乱 ， 本 书 用 模板 链 和 非 
模板 链 两 个 术语 。 


蛋白 质 结构 


为 了 理解 基因 的 表达 ， 并 且 大 多 数 基因 的 终 产 
物 是 蛋白 质 ， 我 们 先 简略 看 一 下 蛋白 质 的 性 质 。 像 
核酸 一 样 ， 蛋 白质 是 由 亚 单位 组 成 的 链 状 多 聚 物 。 
DNA 和 RNA 的 链 环 是 核 苷 酸 ， 而 蛋白 质 的 链 环 是 
氨基 酸 (amino acid), DNA 只 有 4 种 核 苷 酸 ， 和 蛋白 
质 却 有 20 种 不 同 的 氨基 酸 ， 其 结构 如 图 3.2 所 示 。 
每 个 氨基 酸 有 一 个 氨基 (一 NHi+ )、 一 个 凌 基 
(一 COO- )、 一 个 氢 原 子 (H) 和 一 个 侧 链 。 两 个 氨 
基 酸 的 唯一 差异 只 是 它们 的 侧 链 不 同 。 因 此 ， 蛋 白质 


9oo- Soo” goo" 
eM *HN-C-H *HN-Ç-H 
R CH, 
(a) 
HARO 丙 氨 酸 
(Gly: G) (Ala; A) 
coo coo" 
*HN-Ġ-H 
H-Ç-OH 
H CH, 
丝氨酸 eR 
(Ser; S) (Thr: T) 
图 3.2 氨基 酸 的 结 
构 。 (a) 氨基 酸 的 一 
般 结 构 。 含 有 一 个 氨 
Æ (—NH}, 4), G00" S00" 
一 个 羧基 (—COO-, iae ri +H,N-C-H 
蓝 色 )， 因 此 得 名 。 其 人 
他 两 个 位 置 被 一 个 氢 {> E 
原子 (H) 和 一 个 侧 Jo 
链 (R， 灰 色 ) 占据 。 RER FR 
(b) 20 种 不 同 的 氨基  (AsP:D) (Glu: E) 
酸 就 有 20 种 不 同 侧 coo coo" 
链 ， 这 里 将 它们 全 部 “HIN-9-H *+HN-C-H 
列 出 。 括 号 中 是 3 个 H 
字母 和 单个 字母 氨基 He H 
酸 名 称 的 缩写 。 人 如 
TARM Nut 
(Met: M) 
a 


(b) 
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基因 : ATGAGTAACGCG = 非 模板 链 
TACTCATTGCGC “模板 链 
|" 
mRNA: AUGAGUAACGCG 
| ms 
蛋白 质 :  MetSerAsnAla 
图 3.1 基因 表达 概要 。 第 一 步 ， 转 录 ， 模板 链 转 


RÈ mRNA。 非 模板 链 与 MRNA 有 相同 的 序列 
( 除 TU 变化 之 外 )。 第 二 步 ，mRNA 翻译 成 蛋白 
Bi. 这 个 小 “基因 ”只 有 12 个 碱 基 对 ， 编 码 4 个 
氨基 酸 ( 四 肽 )。 真 实 的 基因 大 得 多 。 
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图 3.3 肽 键 的 形成 。 有 侧 链 R 和 R 的 两 个 氨基 酸 通 过 第 一 个 氨基 酸 的 羧基 与 第 二 个 氨基 酸 的 氨基 形 
成 1 个 二 肽 ，2 个 氨基 酸 通过 肤 键 连接 ， 并 产生 了 1 分 子 水 。( 译 者 注 : 图 中 第 二 个 氨基 酸 R 应 为 R') 


正 是 由 于 氨基 酸 不 同 侧 链 的 排列 而 赋予 其 独一无二 
的 特性 。 蛋 白质 中 氨基 酸 通过 肽 键 (peptide bond) 
连接 在 一 起 (图 3. 3)， 因 此 氨基 酸 链 又 被 称 为 多 肽 
《polypeptide)。 一 个 蛋白 质 可 由 一 个 或 多 个 多 肽 
组 成 。 

RDNA 链 一 样 ， 多 肽 链 具 有 极 性 。 图 3. 3 右 所 
示 的 二 肽 〈dipeptide) (两 个 氨基 酸 连接 在 一 起 ) 的 
左 端 有 一 个 自由 的 氨基 ， 称 为 氨基 端 (amino termi- 
nus) 或 N 3M (N-terminus); 右 端 有 一 个 自由 的 羧 
ME, PARAM (carboxyl terminus) Be C Me (C- 


terminus) 。 


b) 

©0000 REN pea 

图 3.4 ”蛋白质 二 级 结构 示例 : a 螺 施 。(a) B 图 3.5 RET PHM. MAHA 
示 和 氨基酸 在 螺旋 中 的 位 置 ， 螺 旋 骨 架 用 黑色 和 链 通过 其 间 的 氢 键 《虚线 ) 并肩 排列 。 
的 氢 键 。 小 白 球 表示 所 原子 。(b) a 螺旋 的 简化 向 平行 ， 一 N ie 
表示 ， 只 显示 螺旋 骨架 中 的 原子 。 链 的 C 端 在 上 方 。 箭 头 表示 两 条 B 链 以 


相反 方向 从 N 端 到 C 端 . 平行 B 折 又 也 
存在 ， 其 B 链 按 相同 方向 延伸 。 
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氨基 酸 的 线性 顺序 组 成 了 蛋白 质 的 初级 结构 
(primary structure) 。 氨 基 酸 之 间 相互 作用 的 方式 形 
成 了 蛋白 质 的 二 级 结构 (secondary structure), a $ 
旋 (orhelix) 是 一 种 常见 的 二 级 结构 ， 它 由 相 邻 氨 
基 酸 间 的 氢 键 结合 而 产生 (图 3.4)。 另 一 种 常见 二 
级 结构 是 B 折 和 至 〈 有 pleated sheet) (图 3.5)， 伸 展 
的 蛋白 质 链 通 过 氢 键 作用 一 段 接 一 段 形成 片 状 外 观 。 
丝 蛋 白 富 含 B 折 从 结构 。 第 三 种 二 级 结构 只 是 一 个 
转角 ， 起 连接 "螺旋 和 8 折 释 作用 。 

多 肽 的 三 维 空间 形状 称 为 三 级 结构 〈tertiary 
structure) 。 图 3. 6 显示 了 肌 红 蛋白 (myoglobin) 是 
如 何 折 重 成 三 级 结构 的 。 它 含有 二 级 结构 的 组 成 元 
件 ， 特 别 是 几 个 a 螺旋 。 注 意 其 大 致 的 球形 结构 ， 
多 数 多 肽 都 具有 这 种 形状 ， 称 为 球 蛋 白 (globular), 

图 3.7 是 蛋白 质 结构 的 丝带 模型 。 这 是 醋酸 县 
甲 基 转移 酶 ( guanidinoacetate methyltransferase, 
GAMT) 的 三 维 结构 。 可 以 清楚 地 看 到 3 种 二 级 结 
H: 螺旋， 用 螺旋 形 丝带 表示 ; pE, AAH 
扁平 箭头 表示 ; 结构 元 件 之 间 的 转角 用 细 绳 表示 。 
图 3. 7 中 的 球 棍 表示 有 两 个 小 分 子 结合 在 蛋白 质 上 。 
可 用 立体 镜 或 “魔术 眼 ”技术 观察 这 个 三 维 图 。 

肌 红 蛋白 和 GAMT 都 是 单一 的 、 大 致 的 球状 结 
构 ， 有 些 蛋白 质 含有 一 个 以 上 的 紧密 结构 区 域 ， 这 
种 区 域 叫做 结构 域 domain)。 抗 体 〈 白 细胞 抵御 感 
染 时 产生 的 蛋白 质 ) 为 结构 域 提供 了 一 个 很 好 的 例 
F. IgG 型 抗体 4 个 多 肽 链 中 的 任 一 条 都 含有 球状 
结构 域 ， 如 图 3. 8 所 示 。 在 第 9 章 学 习 蛋 白质 -DNA 
结合 时 ， 我 们 将 看 到 结构 域 可 含有 共同 的 结构 -功能 
基 序 (motib) 。 例 如 ， 叫做 锌 指 Cinc finger) 的 指 


图 3.6 肌 红 蛋 白 的 三 级 结构 。a 螺旋 用 绿 松 色 
螺 欠 表示。 整个 分 子 像 一 根 香肠 ， 盘 旋 成 大 致 的 
椭圆 或 球形 。 血 红 素 基 团 是 红色 的 ， 结 合 蛋 白质 
中 的 两 个 组 氨 酸 〈 绿 松 色 多 边 形 ) 。 


状 基 序 参与 结合 DNA。 图 3. 8 也 描述 了 和 蛋白质 的 最 
高 结构 一 一 四 级 结构 (quaternary structure), (UE 
结构 是 复杂 蛋白 质 中 两 条 以 上 多 肽 链 组 合 的 方式 。 
长 期 以 来 ， 人们 设想 蛋白 质 的 氨基 酸 顺序 决定 了 它 
的 所 有 高 级 结构 ， 就 像 本 书 中 文字 的 线性 顺序 决定 
了 文字 、 句 子 和 段落 结构 。 但 这 种 类 比 过 于 简单 了 ， 
大 部 分 蛋白 质 离开 其 正常 生活 的 细胞 环境 就 不 能 正 
确 折 又， 这 时 除了 蛋白 质 之 外 还 需要 一 些 细 胞 因子 ， 
在 多 肘 合 成 期 也 必须 经 常 发 生 折 蕉 。 


图 3.7 AM PRS (CAMT) 的 三 级 结构 。 二 级 结构 元 素 包括 a 螺旋 (螺旋 形 丝 
带 )、B 折 彼 (编号 的 平面 篆 头 )、 转 角 ( 细 绳 )， 显 而 易 见 。 两 个 结合 的 分 子 〔 球 棍 图 ) 
ABB (A) 和 S- 腺 苷 甲酸 氨 酸 〈 右 )， 前 者 是 酶 的 一 个 底 物 ， 后 者 是 产物 抑制 剂 。 
(Source; Reprinted with permission from Fusao Takusagawa, University of Kansas, ) 
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图 3.8 ”免疫 球 蛋白 的 球状 结构 域 。(a) 组 成 免疫 球 
蛋白 的 4 条 多 肽 示意 图 : 两 条 轻 链 (L) 和 两 条 重 链 
H). PERAH 2 个 球形 结构 域 ， 重 链 各 含有 4 个 
球形 结构 域 。(b) 免疫 球 蛋 白 的 空间 填充 模型 。 颜 
色 与 (a) 图 相对 应 。 恭 附 在 蛋白 质 上 的 一 个 复杂 糖 
分 子 用 灰色 表示 。 注 意 每 个 多 肽 的 球状 结构 域 ， 同 
时 请 注意 4 条 多 肽 如 何 结合 形成 蛋白 质 的 四 级 结构 。 


是 什么 作用 力 维持 了 和 蛋白质 的 正确 形态 ? 有 些 
是 共 价 键 ， 但 大 部 分 是 非 共 价 键 。 多肽 内 和 多 肽 间 
的 主要 共 价 键 是 半 胱 氨 酸 之 间 的 二 硫 键 〈S 一 S)， 非 
共 价 键 主要 是 琉 水 键 和 氢 键 。 疏 水 性 氨基 酸 集结 在 
多 肽 的 内 部 ， 或 多 肽 间 的 结合 面 ， 以 便 避 免 与 水 接 
Ah Cak Chydrophobic) 即 怕 水 的 意思 ]。 政 水 作 
用 在 蛋白 质 的 三 级 和 四 级 结构 中 起 主要 作用 。 

小 结 ， 蛋 白质 是 通过 肽 键 连接 起 来 的 氨基 酸 

多 聚 体 。 在 多 肽 中 毛 基 酸 序列 《初级 结构 ) 决定 
分 子 局 部 形态 《二 级 结构 》、 整 体形 态 (三 级 结 
构 )， 以 及 与 其 他 多 肽 间 的 相互 作用 下 级 结 
De 


蛋白 质 的 功能 


为 什么 蛋白 质 如 此 重要 ? 因为 有 些 蛋白 质 帮助 
细胞 维持 形状 及 完整 性 ， 有 些 作为 激素 hormone) 
介 导 细胞 间 的 信号 转 导 。 例 如 ， 胰 腺 分 泌 的 胰岛 素 
是 肝 细 胞 和 肌肉 细胞 从 血液 中 吸收 葡萄 糖 的 信号 . 
蛋白 质 同样 也 能 结合 和 运输 物质 ， 血 红 蛋 白 〈he- 
moglobin) 将 氧 从 肺 部 传送 到 身体 外 周 ， 肌 红 和 蛋白 
将 氧 储存 在 肌肉 组 织 中 。 在 本 书 中 我 们 将 多 次 看 到 ， 


蛋白 质 也 能 控制 基因 的 活动 。 蛋 白质 作为 酶 催化 数 
百 种 生命 所 必需 的 化 学 反应 。 

基因 与 蛋白 质 之 间 的 关系 ”关于 基因 -蛋白 质 关 
系 的 知识 要 回潮 到 1902 年 ， 当 时 一 位 名 叫 Archibald 
Garrod 的 医生 注意 到 人 类 尿 黑 酸 症 Calcaptonuria) 
好 像 是 由 单个 隐 性 基因 引起 的 。 幸 运 的 是 孟 德 尔 的 
工作 在 1900 年 已 被 重新 发 现 并 为 Garrod 的 观察 提 
供 了 理论 背景 。 尿 黑 酸 症 息 者 分 泌 过 多 的 尿 黑 酸 ， 
使 尿 液 颜色 呈 黑 色 。Garrod 分 析 ， 这 种 病 是 由 于 一 
种 缺陷 的 代谢 途径 产生 的 化 合 物 不 正常 积累 所 导致 
在 代谢 途径 的 某 个 地 方 发 生 阻 塞 ， 导 致 中 间 代谢 产 
物 尿 黑 酸 不 正常 积累 到 很 高 水 平 ， 就 像 一 座 大 坝 使 
水 积聚 一 样 。 几 年 后 ，Garrod 推测 这 个 问题 来 自 于 
基 丙 氨 酸 降解 途径 的 缺陷 (图 3. 9) 。 
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图 3.9 葵 基 丙 氨 酸 降解 途径 。 尿 黑 酸 症 患者 缺乏 
将 尿 黑 酸 转 化 成 4- 顺 丁 烯 二 酸 单 酰 乙酰 乙酸 的 酶 。 


。29 。 
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图 3.10 泛酸 合成 途径 。 
最 后 一 步 (第 3 步 ), 在 
Beadle 和 Tatum 的 一 种 罕 
变 体 中 由 泛酸 和 B 丙 氨 酸 
形成 泛酸 这 一 步 被 阻 断 了 。 
催化 该 步骤 的 酶 一 定 是 缺 
陷 性 的 。 


CH; 


OH CH, OH 


泛酸 


当时 代谢 途径 已 被 研究 了 多 年 并 且 知 道 是 由 酶 
控制 的 〈 酶 催化 )， 一 个 酶 催化 一 个 步骤 。 因 此 尿 黑 
酸 趾 者 可 能 携带 了 一 个 缺陷 型 的 酶 。 又 因为 该 病 以 
简单 的 孟 德 尔 规律 遗传 ，Garrod 推断 某 个 基因 可 能 
控制 该 酶 的 产生 。 如 果 这 个 基因 发 生 缺 陷 ， 就 会 产 
生 一 个 缺陷 的 酶 。 这 提示 基因 和 看 白质 之 间 存 在 很 
重要 的 联系 。 

在 20 世纪 40 年 代 George Beadle 和 Tatum 用 普 
通 面包 霉 脉 胞 菌 〈Neurospora crassa) 做 了 进一步 
研究 。 他 们 先 用 X 射线 或 放射 线 照射 脉 胞 菌 的 子 于 
(形成 孢子 的 部 位 ) 引起 突变 ， 然 后 从 照射 过 的 每 菌 
收集 孢子 并 将 其 分 别 单独 培养 获得 纯 菌 株 。 他 们 筛 
选 了 数 千 株 才 发 现 了 一 些 突变 体 。 突变 株 不 能 在 只 
含有 糖 、 盐 、 无 机 氮 和 生物 素 的 基本 培养 基 上 生长 ， 
而 野生 型 脉 胞 菌 则 很 容易 生长 ， 突 变 株 生长 需 添加 
一 些 额 外 的 物质 ， 如 维生素 。 

接 下 来 ，Beadle 和 Tatum 对 突变 株 进行 了 生化 
和 遗传 分 析 。 通 过 每 次 将 不 同 成 分 添加 到 突变 体 培 
养 物 中 ， 他 们 追踪 到 了 这 个 生化 缺陷 。 例 如 ， 泛 酸 
维生素 合成 的 最 后 一 步 是 将 泛酸 (pantoate) M pP 
氨 酸 结合 在 一 起 〈 图 3.10) 。“ 泛 酸 盐 缺 失 ” 突 变 体 
能 在 含 泛酸 盐 的 培养 基 中 生长 ， 而 不 能 在 只 含 泛酸 
或 B 丙 氨 酸 的 培养 基 中 生长 。 这 证 明 在 生化 反应 途 
径 的 最 后 一 步 ( 步 又 3) 泛酸 盐 受阻 ， 所 以 催化 该 
步 又 的 酶 一 定 是 缺陷 性 的 。 

以 上 遗传 分 析 只 是 浅 易 的 。 实 际 上 脉 胞 菌 是 一 
种 子 羊 菌 〈ascomycete)， 其 两 种 不 同 配子 型 的 细胞 
核 融 合并 经 减 数 分 裂 产 生 8 个 单 倍 体 囊 孢子 存在 于 
子 实体 中 ， 称 为 子囊 Cascus), Ast, 突变 株 可 与 
相反 交配 型 mating type) 的 野生 株 杂 交 产 生 8 个 
孢子 (图 3. 11)。 如 果 突 变 体 表 型 是 由 单个 基因 突 
变 导致 的 ， 那 么 其 中 4 个 孢子 应 该 是 突变 体 ， 另 外 
SESE. WHIT IE BURR, RM TRAE 
RE. RR, AIR 8 个 孢子 中 有 4 个 产生 
了 突变 霉菌 ， 证 明 突变 表 型 是 由 单个 基因 控制 的 。 
这 种 情况 可 反复 发 生 ， 由 此 研究 人 员 得 出 结论 : 生 
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化 反应 途径 中 的 每 个 酶 都 是 由 一 个 基因 控制 的 。 
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图 3.11 脉 胞 菌 孢 子 的 形成 。 (a) 两 个 单 倍 体 核 
F, 野生 型 (黄色 ) 和 突变 体 〈 蓝 色 ) ERMA 
PAF IARI. (b) 两 个 核子 开始 融合 。 (c) 
融合 完成 ， 双 傍 体 核子 绿色 ) 形成 。 一 套 单 倍 染 
色 体 来 自 野 生 型 ， 一 套 来 自 突变 体 。(d) WEHR 
发 生 ， 产 生 4 个 单 倍 体 核子 。 如 果 突 变 体 的 表 型 由 
单 基因 控制 ， 则 这 些 孢 子 中 会 有 2 个 〈 蓝 色 ) 含 突 
变 体 等 位 基因 ，2 个 〈 黄 色 ) 含 野生 型 等 位 基因 。 
(e) RE, HENARE, E 8 个 单 倍 体 核子 ， 
每 个 核子 都 将 成 为 一 个 厢 孢 子 。 其 中 4 个 〈 蓝 色 ) 
含 突变 等 位 基因 ，4 个 黄色) 含 野生 型 等 位 基因 。 
如 果 突 变 的 表 型 由 多 基因 控制 ， 结 果 将 更 复杂 。 


随后 的 研究 表明 许多 酶 含有 一 个 以 上 多 肽 链 ， 
并 且 每 个 多 肽 是 由 一 个 基因 编码 的 。 这 就 是 一 个 基 
因 / 一 个 多 肽 的 假说 。 如 第 1 章 所 提 到 的 ， 这 个 假说 
还 需要 修正 以 便 解 释 编码 RNA 的 基因 ， 如 tRNA 
和 rRNA 基因 。 数 十 年 来 ， 人 们 认为 这 种 RNA 基 
因 的 数量 很 小 ， 不 超过 100 个 。 但 是 21 世纪 已 经 目 


睹 了 对 非 编码 RNA 发 现 的 爆炸 式 增长 ， 目 前 仅 在 
人 类 中 就 发 现 了 数 千 种 。 其 中 一 些 RNA 也 许 没有 
任何 功能 ， 不 满足 对 基因 产物 的 定义 ， 但 是 也 有 许 
多 具有 可 证 明 的 重要 功能 。 因 此 ,“ 基 因 ” 这 个 词 的 
定义 已 经 变 得 更 复杂 、 更 具有 争议 了 。 我 们 现在 认 
识 了 重合 基因 (overlapping gene)、 基 因 内 基因 
(gene within gene)、 片 段 基因 (fragment gene) 以 
及 可 能 更 异乎 寻常 的 基因 。 在 本 书后 面 将 讨论 这 些 
复杂 性 ， 在 本 章 的 剩余 部 分 ， 我 们 将 讨论 “传统 ” 
基因 ， 即 编码 蛋白 质 基因 的 表达 。 
小 结 大 多 数 基因 含有 合成 一 条 多 肽 链 的 

信息 。 


信使 RNA 的 发 现 


在 沃 森 和 克 里 克 的 DNA 模型 发 表 后 的 几 年 里 ， 
mRNA 将 遗传 信息 从 基因 带 到 核糖 体 的 概念 分 为 几 
个 阶段 建立 起 来 了 。1958 年 ， 克 里 克 本 人 提出 
RNA 是 遗传 信息 的 中 间 载 体 。 他 的 假设 部 分 是 基于 
DNA 位 于 真 核 细胞 的 细胞 核 ， 而 蛋白 质 在 细胞 质 中 
合成 这 样 一 个 事实 ， 这 就 意味 着 有 某 种 东西 携带 信 
息 从 一 处 转 到 另 一 处 。 克 里 克 注意 到 核糖 体 含有 
RNA， 暗 示 这 种 核糖 体 RNA (rRNA) 是 信息 的 载 
体 。 但 是 rRNA 是 核糖 体 的 组 成 部 分 ， 不 可 能 离开 
核糖 体 。 因 此 ， 克 里 克 的 假设 暗示 每 个 核糖 体 以 其 
自己 的 rRNA 重复 生产 同一 种 蛋白 质 。 

Francois Jacob 及 同事 提出 了 另 一 种 假设 ， 认 为 
是 非特 异性 核糖 体 翻译 一 种 叫做 信使 (messenger) 
的 不 稳定 RNA。 他 们 认为 信使 是 将 遗传 信息 从 基因 
带 到 核糖 体 的 独立 RNA。1961 年 ，Jacob 与 Sydney 
Brenner 和 Matthew Meselson 一 起 发 表 了 关于 信使 
假说 的 证 据 。 研 究 采用 的 噬菌体 (T2) 与 Hershey 
和 Chase 10 年 前 揭示 基因 由 DNA 组 成 所 用 的 噬 菌 
体 一 样 。 实 验 的 前 提 是 : 噬菌体 T2 感染 大 肠 杆菌 ， 
使 宿主 由 合成 细菌 蛋白 转 而 合成 噬菌体 蛋白 。 如 果 
克 里 克 的 假设 正确 ， 那 么 对 噬菌体 蛋白 合成 的 转换 
应 伴随 装配 有 噬菌体 特异 性 RNA 的 新 核糖 体 产生 。 

为 了 区 分 新 旧 核 糖 体 ， 研 究 者 用 重 同 位 素 5N 
FASC 标记 未 感染 细胞 的 核糖 体 ， 使 “ 老 ” 核 糖 体 
变 重 。 然 后 ， 用 T2 噬菌体 感染 这 些 细胞 并 同时 将 
它们 转移 到 含有 轻 同位 素 *N 和 *C 的 培养 基 中 。 因 
此 在 哈 菌 体感 染 后 产生 的 任何 “新 ”核糖 体 都 会 变 
轻 ， 并 在 密度 梯度 离心 时 与 “ 老 ” 的 重 核糖 体 分 开 。 
Brenner 及 同事 也 用 *P 标记 感染 的 细胞 以 便 给 合成 
的 任 一 噬菌体 RNA 做 标记 ， 然 后 提出 问题 : 放射 
性 标记 的 噬菌体 RNA 与 “新 ”的 还 是 “ 老 ” 的 核 
糖 体 结合 ? 

图 3. 12 显示 在 “ 老 ” 核 糖 体 上 发 现 了 噬菌体 


RNA, 而 “ 老 ” 核 糖 体 RNA 在 感染 之 前 就 产生 了 。 
RAR, “E” rRNA 不 能 携带 只 菌 体 的 遗传 信息 。 
延伸 来 讲 ， 它 也 不 可 能 携带 宿主 的 遗传 信息 。 因 此 ， 
核糖 体 是 不 变 的 ， 由 其 合成 的 多 肽 的 性 质 取决 于 与 
其 结合 的 mRNA， 这 种 关系 就 像 CD 机 与 CD。 音 乐 
(BAD) 的 本 质 依赖 于 CD (mRNA)， 而 不 是 CD 机 
(核糖 体 ) 。 

其 他 研究 者 也 已 鉴定 出 一 种 更 好 的 信使 一 组 
与 核糖 体 瞬时 结合 的 不 稳定 RNA。 有 趣 的 是 ， 在 
T2 噬菌体 感染 细胞 中 ， 这 种 RNA 的 碱 基 组 成 与 噬 
菌 体 DNA 的 非常 相似 ， 而 与 细菌 的 DNA 和 RNA 
完全 不 同 。 这 正 是 我 们 所 期 望 的 噬菌体 信使 RNA 
(mRNA)。 此 外 , 与 宿主 rRNA 不 同 ， 宿 主 mRNA 
碱 基 的 组 成 与 宿主 的 DNA 相似 。 这 进一步 支持 了 
mRNA 是 信息 分 子 ，rRNA 不 是 信息 分 子 的 假设 。 

小 结 信使 RNA 将 遗传 信息 从 基因 带 到 合 
成 多 肽 的 核糖 体 上 。 


转录 


如 所 预期 ， 转 录 遵 循 与 DNA 复制 相同 的 碱 基 配 
对 原则 ，DNA 中 的 T、G、C、A 分 别 与 RNA 产物 中 
的 A、C、G、U 配 对 〈 注 意 RNA 中 出 现 的 尿 团 啶 代 
T DNA 中 的 胸腺 嗜 啶 )。 这 种 碱 基 配 对 模式 保证 了 
RNA 转录 物 是 基因 的 忠实 拷贝 (图 3. 13) 。 

当然 ， 像 转录 这 样 高 度 定向 的 化 学 反应 不 可 能 通 
过 自身 完成 一 一 它们 是 酶 催化 的 。 指 导 转录 的 酶 称 为 
RNA RAA (RNA polymerase), P 3. 14 是 大 肠 杆菌 
RNA 聚合 酶 的 工作 示意 图 。 转 录 有 3 个 阶段 ， 起 始 、 
延伸 和 终止 。 以 下 是 细菌 转录 的 3 个 阶段 。 

1. 起 始 ”首先 ， 酶 识别 一 段 称 为 肩 动 子 〈pro- 
moter) 的 区 域 ， 启 动 子 就 位 于 基因 的 “上 游 "。 聚 
合 酶 紧 紧 地 结合 在 启动 子 上 并 引起 启动 子 内 两 条 
DNA 链 局 部 至 少 有 12bp 解 链 。 接 着 ， 聚 合 酶 开始 
合成 RNA 链 ， 其 作用 底 物 是 4 种 核 精 核 苷 三 磷酸 
(ribonucleoside triphosphate); ATP, GTP, CTP 
A UTP, RRM RR. BBX 
苷 酸 进 和 合适 的 位 置 后 ， 了 集合 酶 会 把 第 二 个 核 苷 酸 
加 在 第 一 个 的 后 面 ， 形 成 RNA 链 中 的 初始 磷酸 二 
酯 键 。 在 聚合 酶 离开 启动 子 开始 延伸 之 前 会 加 上 几 
个 核 苷 酸 。 

2. 延伸 《在 转录 的 延伸 阶段 ，RNA 聚合 酶 指 
导 核 糖 核 苷 酸 连 续 从 5 一 3 方向 〈 从 RNA 的 5' 端 到 
3' 端 ) 加 入 到 伸 长 的 RNA 链 上 。RNA RAN 
DNA 模板 移动 ,“ 泡 ” 状 的 解 链 DNA 随 其 移动 。 在 
解 链 区 DNA 模板 的 碱 基 和 逐个 暴露 出 来 与 新 加 入 的 
核 背 酸 配对 。 转 录 过 后 ， 两 条 DNA 链 又 彼此 相互 
缠绕 ， 重 新 形成 双 螺 旋 。 转 录 与 DNA 复制 的 两 个 不 
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图 3. 12 ”信使 假说 的 实验 证 明 。 用 碳 和 和 氮 的 重 同 位 素 标记 细菌 细胞 ， 得 到 E. coli 的 重 核 糖 
体 。 然 后 用 T2 噬菌体 感染 细菌 ， 并 同时 将 其 转移 到 含 碳 和 和 氮 正 常 同 位 素 的 “ 轻 ”培养 基 中 
培养 ,“ 轻 ”培养 基 中 还 加 有 ”P， 以 便 使 噬菌体 RNA 具有 放射 性 。(a) 克 里 克 认为 核糖 体 
RNA 携带 合成 蛋白 质 的 信息 。 如 果 是 这 样 ， 在 噬菌体 感染 之 后 ， 就 会 产生 带 有 噬菌体 特异 
性 核糖 体 RNA 的 整个 新 核糖 体 。 那么 ,*P 标记 的 新 RNA 将 与 新 的 、 轻 的 核糖 体 〈 红 色 ) 
一 起 移动 。(b) Jacob 及 同事 提出 有 一 个 信使 RNA 携带 遗传 信息 到 核糖 体 。 根 据 这 个 假设 ， 
噬菌体 感染 会 产生 新 的 被 *P 标记 的 噬菌体 特异 性 信使 RNA 绿色 )， 它 们 会 跟 旧 的 、 重 核 
糖 体 〈 蓝 色 ) 结合 。 因 此 ， 在 密度 梯度 中 放射 性 标记 会 跟 旧 的 、 重 核糖 体 一 起 移动 。 这 正 
是 实际 发 生 的 情况 。 
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图 3.13 RNA 的 合成 。(a) RNA 合成 中 磷酸 二 酯 键 的 形成 。ATP 与 GTP ERER HEM. WAR 
核 苷 酸 最 近 的 磅 原子 留 在 磷酸 二 酯 键 中 ， 其 余 两 个 磷 原 子 作为 副 产 物 焦 磷 酸 被 去 除 。(b) RNA 在 DNA 
模板 上 的 合成 。 上 方 的 DNA 模板 含有 序列 3'-dC-dA-dT-dG-5', GTP 与 DNA 模板 的 dC 核 苷 酸 形成 碱 基 
对 开始 RNA 合成 。 接 着 ，UTP 提供 一 个 尿 喀 啶 核 苷 酸 与 DNA 模板 上 的 dA 碱 基 配对 ， 并 与 GTP 形成 
磷酸 二 酯 键 产生 二 核 苷 酸 GU。 以 同样 方式 ， 每 一 步 有 一 个 新 核 苷 酸 加 入 增长 的 RNA 链 上 ， 直 到 转录 完 


成 未 显示 副 产 物 焦 磷酸 。 


图 3.14 转录 。 (1a) 起 始 的 第 一 阶段 ，RNA 
聚合 酶 紧密 地 结合 在 启动 子 上 并 解 离 一 小 段 
DNA, (1b) 起 始 的 第 二 阶段 ， 聚 合 酶 通过 磷酸 
二 酯 键 将 新 生 RNA 的 几 个 最 早 的 核 背 酸 连 一 
起 。 第 一 个 核 苷 酸 保留 其 三 磷酸 基 团 。 (2) KE 
伸 过 程 中 ， 双 链 DNA 的 解 离 泡 随 着 聚合 酶 移 
动 ， 使 酶 “阅读 ”DNA 模板 链 的 碱 基 产 生 互补 
RNA, (3) 当 聚合 酶 到 达 终止 信号 时 终止 发 生 ， 
使 RNA 和 聚合 酶 离开 DNA 模板 。 
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(2) 延伸 


(3) 终止 
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同 点 : ORNA 聚合 酶 在 转录 时 只 生成 一 条 RNA 
链 ， 意 思 是 在 一 个 基因 中 它 只 复制 一 条 DNA 链 
(但 另 一 条 链 可 能 会 在 另 一 个 基因 中 被 转录 )。 因 此 ， 
转录 是 不 对 称 的 《asymmetrical) 。 而 在 DNA 的 半 
保留 复制 中 ， 两 条 DNA BRR AT. OLHRP, 
DNA 的 解 链 是 有 限 和 短暂 的 ， 只 有 出 现 足 够 长 的 链 
分 离 时 ， 聚 合 酶 才能 “ 读 取 ”DNA 模板 。 而 在 复制 
过 程 中 ， 两 条 DNA 母 链 永 久 性 地 分 开 。 

3. 终止 ”如 同 启动 子 作为 转录 的 开始 信号 一 
样 ， 基 因 末端 的 区 域 称 为 终止 子 〈terminator)。 终 
止 子 与 RNA 聚合 酶 一 同 作用 ， 松 开 RNA 产物 与 
DNA 模板 的 结合 ， 使 RNA 脱离 RNA 聚合 酶 和 
DNA， 转 录 终 止 。 

最 后 ,需要 强调 说 明 一 些 惯例 :RNA 序列 通常 
是 从 5' 端 到 3' 端 的 ， 即 从 左 到 右 。 因 为 RNA 是 沿 
5' 一 3' 方 向 生成 的 ，mRNA 同样 也 是 沿 着 5' 一 3' 方 
向 翻译 的 。 因 为 核糖 体 从 5 ~~3 方向 阅读 信息 ， 因 
而 从 5 ~~3' 写 RNA 序列 是 合适 的 ， 以 便 我 们 像 读 句 
子 一 样 读 它 。 

基因 同样 习惯 性 地 按 它们 从 左 到 右 的 转录 顺序 
书写 。 从 一 端 到 另 一 端的 转录 “流程 ”产生 了 “上 
游 "， 指 DNA 接近 转录 起 始 位 置 的 区 域 基因 按 习 
惯性 书写 时 ， 指 左 端 部 分 )。 因 此 ， 我 们 可 以 说 大 部 
分 启动 子 刚 好 位 于 它们 各 自 基因 的 上 游 。 同 样 ， 我 
们 说 基因 通常 位 于 启动 子 的 下 游 。 书 写 基因 时 ， 还 
习惯 性 地 将 其 非 模板 链 写 在 上 方 。 

小 结 “转录 以 起 始 、 延 伸 和 终止 3 个 步 又 发 

生 。 起 始 包括 RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 ， 局 
部 解 链 及 形成 最 初 的 磷酸 二 酯 键 。 在 延伸 过 程 
H, RNA 聚合 酶 沿 着 5 一 3 方向 将 核糖 核 苷 酸 连 
接 在 一 起 延伸 RNA。 最 后 ， 在 终止 时 聚合 酶 和 
RNA 产物 脱离 DNA 模板 。 


问题 解答 


问题 下 面 是 DNA 片段 模板 链 的 序列 : 
5'-ATGCGTGACTAATTCG-3' 

a 以 习惯 性 双 链 形式 写 出 这 个 DNA 序列 。 

b. 假设 其 转录 是 从 第 一 个 核 苷 酸 开始 到 最 后 一 个 
核 苷 酸 结束 ， 以 习惯 方式 写 出 转录 物 序 列 (6'3). 
解答 

a 模板 链 已 经 按 5 一 3 方向 给 出 了 ， 但 是 模板 
链 的 习惯 写法 是 3 一 5'， 所 以 颠倒 如 下 : 

3'-GCTTAATCAGTGCGTA-5' 

现在 按照 沃 森 - 克 里 克 碱 基 配 对 原则 ， 加 入 非 模 
板 链 ， 非 模板 链 习惯 性 地 写 在 上 方 : 

5'-CGAATTAGTCACGCAT-3' 
3'-GCITAATCAGTGCGTA-5' 
+346 


b. 已 知 基因 的 转录 物 与 非 模板 链 的 序列 且 方向 
相同 〈 用 U 代替 T)， 仅 需要 写 出 非 模板 链 序列 ， 
并 用 代替 U BTT 

5'-CGAAUUAGUCACGCAU'-3" 
翻译 

翻译 的 机 制 同 样 复杂 而 令 人 着 迷 ， 我 们 将 在 以 
后 的 章节 讨论 其 细节 。 现 在 简要 地 看 一 下 在 翻译 中 
起 关键 作用 的 两 种 物质 ， 核糖 体 和 转运 RNA, 

核糖 体 : 蛋白 质 合成 的 机 器 ”图 3.15 E. coli 
核糖 体 的 大 概 形状 及 其 50S 和 30S 两 个 亚 基 ， 亚 基 
以 其 沉降 系数 命名 。 沉 降 系数 是 溶液 在 超速 离心 时 
颗粒 沉降 速度 的 测量 值 。50S 亚 基 以 其 较 大 的 沉降 
系数 在 离心 力作 用 下 朝 离 心 管 底部 移动 得 较 快 。 沉 
降 系数 是 颗粒 质量 和 形状 的 函数 。 重 颗粒 比 轻 颗粒 


(b) 

图 3.15 E.coli 核糖 体 的 结构 。(a) 70S 核糖 体 的 
侧面 观 ，30S 颗粒 和 SOS 颗粒 组 合 在 一 起 。 (b) 将 
(a) 中 的 70S 核糖 体 旋转 90°. 30S 颗粒 在 前 面 ， 
50S 颗粒 在 后 面 .(Source: Lake, J, Ribosome struc- 
ture determined by electron microcopy of Escherichia 
coli small subunits, large subunits, and monomeric 
ribosomes. J. Mol. Biol. 105 (1976), p. 155, fig. 
14, by permission of Academic Press. ) 


沉降 得 快 ， 球 状 颗粒 比 长 形 或 扁平 颗粒 移动 得 快 ， 
就 像 跳 伞 运动 员 下 降 时 手脚 缩 拢 要 比 手脚 伸展 下 降 
得 快 。50S 亚 基 的 质量 约 为 30S 的 2 倍 ， 两 者 合 在 
一 起 组 成 70S 的 核糖 体 。 注 意 数字 不 是 直接 相 加 的 ， 
沉降 系数 与 颗粒 重量 不 呈 比 例 ， 基 本 上 是 颗粒 重量 
的 2/3 次 方 。 

每 个 核糖 体 都 含有 RNA 和 和 蛋白质 。30S 亚 基 由 
1 分 子 16S 的 核糖 体 RNA (ribosomal RNA, rRNA) 
加 上 21 个 核糖 体 蛋白 组 成 。50S 亚 基 由 2 个 FRNA 
(23S+5S) 和 34 个 核糖 体 蛋 白 组 成 图 3.16)。 所 
有 这 些 核糖 体 蛋 白 自身 当然 是 基因 的 产物 ， 因 此 核 
糖 体 由 数 十 个 不 同 的 基因 产生 。 真 核 生物 的 核糖 体 
其 至 更 复杂 ， 有 一 个 以 上 的 rRNA 和 更 多 的 蛋白 质 。 


A 
‘1 70S 核 糖 体 
250A © (2.3x10°Da) 
Mg2+ 
30S 亚 基 
(0.85 x10°Da) 


\ re 


23S RNA CSO 
(1.0<10°Da) 


50S 亚 基 
(1.45 <10°Da) 


Wh 


5SRNA | 
(4x10Da) X 


蛋白 质 KAR 
L1, L2,+-,La4 S1, S2, S3,…,S21 
图 3. 16 E. coli 核糖 体 的 组 成 。 图 顶端 的 箭头 表 
示 去 除 镁 离子 时 ，70S 核糖 体 解 离 成 两 个 亚 基 。 
下 面 的 箭头 表示 在 蛋白 质变 性 剂 的 作用 下 ， 每 个 
亚 基 解 离 成 RNA 和 和 蛋白质。 核糖 体 及 其 组 分 的 
分 子 质量 〈M,， 道 尔 顿 表示 〉 在 圆 括 号 中 给 出 。 


注意 ，rRNA 参与 蛋白 质 的 合成 但 不 编码 蛋白 
质 ， 转 录 是 RNA 基因 表达 的 唯一 步 又 (除了 对 转 
录 物 的 修饰 )， 这 些 RNA 不 会 发 生 翻译 。 

小 结 ” 核糖 体 是 细胞 的 蛋白 质 工厂 。 细 菌 的 
核糖 体 为 70S， 由 SOS 和 30S 两 个 亚 基 组 成 。 每 
个 亚 基 都 含有 rRNA 和 大 量 蛋白 质 . 

转运 RNA: 适配器 分 子 (adapter molecule) 
转录 的 机 制 很 容易 预测 ，RNA 也 遵循 同样 的 碱 基 配 
对 原则 。 根 据 这些 原 则 ，RNA 聚合 酶 合成 其 转录 基 
因 的 复 本 。 但 什么 规则 控制 核糖 体 将 mRNA 翻译 成 
蛋白 质 呢 ? 这 是 一 个 真正 的 翻译 问题 ， 核 酸 语言 必 
须 被 转化 成 蛋白 质 语言 。 

在 有 大 量 实验 证 据 支 持 之 前 ， 克 里 克 在 1958 年 


的 一 篇 论文 中 就 提出 了 这 个 问题 的 答案 。 克 里 克 分 
析 认 为 所 需要 的 是 某 种 适配器 分 子 ， 既 能 识别 RNA 
语言 中 的 核 苷 酸 ， 又 能 识别 蛋白 质 语言 中 的 氨基 酸 。 
他 是 对 的 。 他 甚至 注意 到 一 种 未 知 功能 的 小 RNA 
有 可 能 起 适配器 作用 。 他 又 对 了 ! 虽然 他 在 这 篇 文 
章 中 也 有 一 些 错误 的 猜测 ， 但 无 损 其 重要 性 。 基 于 
这 些 猜 测 的 创新 性 ， 克 里 克 的 想法 启发 了 进一步 的 
研究 《有 些 研究 来 自 克 里 克 自己 的 实验 室 )， 并 最 终 
破解 了 翻译 之 迹 。 

适配器 分 子 实际 上 就 是 一 种 既 能 识别 RNA 又 
能 识别 氨基 酸 、 被 称 为 转运 RNA (transfer RNA, 
tRNA) 的 小 分 子 RNA。 图 3. 17 是 tRNA RI 
A (Phe) 的 示意 图 。 在 第 19 章 我 们 将 详细 讨论 
tRNA 的 结构 和 功能 。 现 在 ， 我 们 用 三 叶 草 模型 
(尽管 与 TRNA 真实 形状 的 相似 性 有 限 ) 显示 tRNA 
分 子 具 有 两 个 “作用 ”末端 。 一端 在 模型 的 上 部 ， 
结合 氨基 酸 。 因 为 这 是 莱 丙 氨 酸 特异 性 tRNA 
(tRNA™), AP AE PA AT A A, IE 
TRNA 合成 酶 催化 这 一 反应 。 这 类 酶 的 一 般 叫 法 是 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 (aminoacyl-tRNA synthetase), 
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图 3.17 酵母 tRNA 的 三 叶 草 形 结构 。 顶 


端 是 受 体 葵 ， 此 处 氨基 酸 与 3 端 腺 背 酸 结 
合 。 左边 是 二 氢 尿 喀 啶 环 DH), BR 
有 一 个 二 氢 尿 哮 啶 碱 基 。 底 端 是 含有 反 密 码 
子 的 反 密码 子 环 。T 环 〈 右 边 ) 含有 几乎 不 
变 的 TyC 序列 。 每 个 环 都 被 与 其 同一 颜色 
的 碱 基 配 对 辟 所 限定 。 


另 一 端 在 模型 的 底部 ， 含 有 一 个 三 碱 基 序列 与 
mRNA 的 三 碱 基 互补 配对 。mRNA 上 的 这 种 三 联 体 


“0 


称 为 密码 子 〈codon)， 其 在 tRNA 上 的 互补 体 称 为 
反 密 码 子 (anticodon)。 本 例 中 ，mRNA 密码 子 已 
ARJ THARAM tRNA 的 反 密码 子 ， 即 该 密 
码 子 告诉 核糖 体 将 一 个 共 丙 氨 酸 插入 正在 延伸 的 多 
肽 中 。 由 核糖 体 介 导 的 密码 子 与 反 密码 子 间 的 识别 ， 
像 任 何其 他 双 链 核酸 一 样 ， 也 遵循 沃 森 - 克 里 克 原 
则 。 前 两 个 碱 基 对 完全 遵守 ， 第 三 个 碱 基 被 允许 有 
一 定 的 自由 度 ， 见 第 18 章 。 

从 图 3. 18 看 出 UUC 是 苯 丙 氨 酸 的 密码 子 ， 这 
意味 着 遗传 密码 (genetic code) 是 3 个 字母 的 。 我 
们 按 以 下 方法 预测 可 能 的 3bp 密码 子 ， 从 4 个 不 同 
碱 基 中 一 次 取出 3 个 的 排列 数目 为 4 二 64， 但 是 只 
有 20 个 氨基 酸 。 难 道 一 些 密码 子 没有 被 利用 ? 实际 
上 3 个 密码 子 CUAG, UAA, UGA) 编码 终止 信 
号 ， 而 其 他 密码 子 编码 特定 氨基 酸 。 这 意味 着 大 部 
分 氨基 酸 有 一 个 以 上 的 密码 子 ， 所 以 遗传 密码 是 简 
并 的 〈degenerate) 。 第 18 章 全 面 介 绍 了 密码 子 系统 
及 其 被 破译 的 过 程 。 


Phe 


AAG™ 


UUC 
mRNA 5 一 一 3 


翻译 方向 

图 3.18 密码 子 - 反 密码 子 识别 。mRNA 上 的 
密码 子 与 tRNA 上 相应 反 密码 子 之 间 的 识别 也 
遵循 沃 森 - 克 里 克 规 则 。 这 里 tRNA 上 的 3 
AAG"5 ' 反 密码 子 识别 mRNA Ehh 
密码 子 5'UUC3'。G" 表示 甲 基 化 的 G， 它 可 
以 正常 地 碱 基 配 对 。 注 意 : tRNA 相对 于 正常 
习惯 5'~3') 从 左 到 右 ， 是 反 向 的 〈3' 一 5 )， 
从 而 使 反 密码 子 以 正确 的 方向 (3' 一 5 ， 从 左 
到 右 ) 与 密码 子 配对 。 记 住 ，DNA 的 两 条 链 反 
向 平行 ， 这 适用 于 任何 双 链 多 聚 核 苷 酸 ， 包 括 
小 至 3bp 的 密码 子 - 反 密码 子 对 。 


小 结 RNA 的 两 个 重要 位 点 使 它们 既 能 识 
别 氮 基 酸 又 能 识别 核 苷 酸 。 一 个 位 点 共 价 结合 一 
个 氨基 酸 ， 另 一 个 位 点 则 含有 与 mRNA 中 3bp 密 
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码 子 配对 的 反 密码 子 。 因 此 ，tRNA 能 够 作为 克 里 
克 假 设 的 适配器 ， 并 且 是 翻译 机 制 的 关键 所 在 。 
蛋白 质 合成 的 起 始 ”我 们 刚才 看 到 有 3 个 密码 

子 终止 翻译 ， 一 个 密码 子 (AUG) 通常 启动 翻译 。 
这 两 个 过 程 的 机 制 很 不 相同 。 在 第 18 章 将 看 到 ，3 
个 终止 密码 子 与 蛋白 质 因子 相互 作用 ， 而 起 始 密码 
子 是 与 一 个 特殊 的 氨 酰 -tRNA 相互 作用 。 在 真 核 生 
物 中 这 个 特殊 的 氨 栈 -tRNA 是 甲 硫 氨 酰 -tRNA 
(tRNA 加 载 甲 硫 氨 酸 )， 而 在 原核 生物 是 其 衍生 
物 一 一 N- 甲 酰 甲 硫 氨 酰 -tRNA， 在 甲 硫 氨 酰 -tRNA 
的 甲 硫 氨 酸 的 氨基 上 连接 一 个 甲 酰基 。 

AUG 密码 子 不 只 位 于 mRNA 的 起 始 位 置 ， 也 
存在 于 中 间 。AUG 位 于 起 始 位 置 时 ， 作 为 起 始 密码 
子 ， 位 于 中 间 位 置 时 ， 就 编码 甲 硫 氨 酸 ， 区 别 在 于 
所 处 位 置 。 细 菌 mRNA 有 一 段 特殊 序列 ， 以 其 发 现 
者 命名 为 Shine-Dalgarno 序列 ， 刚 好 位 于 起 始 密码 
子 AUG 的 上 游 。Shine Dalgarno 序列 将 核糖 体 吸 引 
到 附近 的 AUG 上 使 翻译 起 始 。 真 核 细 胞 没有 Shine- 
Dalgarno 序列 ， 而 是 在 其 mRNA 的 5 端 有 一 个 特殊 
PRR, MOS. SAAT eIF4E 
结合 在 帽子 上 帮助 mRNA 吸引 核糖 体 。 我 们 将 在 第 
17 章 详细 讨论 这 一 现象 。 

小 结 AUG 通常 是 起 始 密码 子 ， 其 与 内 部 
AUG 的 区 别 在 于 所 处 的 位 置 不 同 。 在 细菌 mR- 
NA 的 起 始 端 附近 有 Shine-Dalgarno 核糖 体 结合 
序列 ， 而 在 真 核 mRNA 的 5' 端 有 帽子 结构 。 

翻译 的 延伸 ”在 翻译 起 始 阶段 的 未 期 ， 起 始 氨 
酰 -tRNA 结合 在 核糖 体 上 的 P 位 点 〈P site)。 核 糖 
体 需要 给 起 始 氨基 酸 一 次 加 入 一 个 氨基 酸 从 而 使 延 
伸 阶 段 开始 。 第 18 章 将 详细 研究 这 个 过 程 。 在 大 肠 
杆菌 中 翻译 的 延伸 总 体 过 程 如 图 3. 19 所 示 。 延 伸 始 
于 第 二 个 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 上 A 位 点 (A site) 
的 结合 ， 这 个 过 程 需要 延伸 因子 (elongation factor) 
EF-Tu, EF 代表 “延伸 因子 ”， 能 量 由 GTP 提供 。 

接着 ,在 两 个 氨基 酸 之 间 必须 形成 肽 键 。 核 糖 
体 大 亚 基 含 有 一 种 肽 基 转 移 酶 peptidyl transfe 
rase), $E P 位 点 氨基 酸 或 肽 [在 本 例 是 甲 酰 甲 硫 氨 
酰 .(fMet)] 与 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 的 氨基 酸 部 分 
形成 肽 键 ， 结 果 在 A 位 点 产生 一 个 二 肽 基 -tRNA。 
二 肽 由 (Met 加 第 二 个 氨基 酸 形成 ， 第 二 个 氨基 酸 仍 
与 其 tRNA 结合 着 。 大 核糖 体 RNA 含有 肽 基 转 移 
酶 的 活性 中 心 。 

延伸 的 第 三 个 阶段 是 移 位 《translocation)， 
mRNA 在 核糖 体 上 移动 一 个 密码 子 的 长 度 。 二 肽 基 - 
tRNA 从 A 位 点 转移 到 P 位 点 ， 去 氨 酰 -tRNA 从 P 
位 点 移 至 下 位 点 (E site)， 由 此 提供 一 个 离开 核糖 
体 的 出 口 。 移 位 需要 另 一 个 延伸 因子 EF-G A GTP, 


图 3. 19 翻译 延伸 的 概要 。(a) EF-Tu fe GTP 的 帮助 下 将 第 二 个 氨 酰 -tRNA 转移 到 A 位 点 。 
(按照 惯例 ，P 位 点 和 A 位 点 如 上 方 图 所 示 分 别 标 在 核糖 体 的 左 半边 和 右 半边 )。(b) RARE 
移 酶 是 50S 亚 基 中 大 rRNA 的 主要 部 分 ， 在 (Met 和 第 二 个 氨 酰 -tRNA 之 间 形成 肽 键 。 由 此 在 
人 位 点 产生 一 个 二 肽 基 -tRNA。(c) EF-G 在 GTP 的 帮助 下 ， 将 mRNA 在 核糖 体 上 移动 一 个 
密码 子 长 度 ， 使 密码 子 2 与 氨 酰 -tRNA 一 起 到 达 P 位 点 ， 密 码 子 3 到 达 A 位 点 。EF-G 同样 使 
氨 酰 -tRNA 离开 P 位 点 移 人 下 位 点 〈 没 有 显示 )， 并 从 那里 被 排出 。A 位 点 现在 可 以 接受 另 一 


个 氨 酰 -tRNA 开始 另 一 轮 延 伸 了 。 


小 结 ， 翻 译 延伸 包括 3 TR: OBI 
MARNA HBA ATLA, OP 位 点 的 第 一 个 氨基 
M5 A 位 点 的 第 二 个 氨 酰 -tRNA 形成 肽 键 ; 
mRNA 在 核糖 体 上 移动 一 个 密码 子 的 长 度 ， 将 
新 形成 的 肽 基 -tRNA 带 到 了 位 点 。 

翻译 的 终止 和 mRNA 的 结构 3 个 密码 子 
(UAG, UAA, UGA) 引起 翻译 的 终止 。 称 之 为 释 
放 因子 (release factor) 的 蛋白 质 识别 这 些 终止 密码 
F (termination codon 或 stop codon)， 使 翻译 停止 
同时 释放 多 肽 链 。 从 基因 编码 区 一 端的 起 始 密码 子 
到 另 一 端的 终止 密码 子 为 一 个 开放 性 可 读 框 Copen 
reading frame，ORF)。 之 所 以 称 为 “开放 ”， 是 因为 
不 含 内 部 终止 密码 子 ， 不 会 打 断 相应 mRNA 的 翻译 。 
“可 读 框 ”是 指 核糖 体能 以 3 种 不 同方 式 或 “ 框 ” 阅 
读 mRNA， 采 用 哪 种 框 取决 于 它 从 哪里 开始 。 

图 3. 20 显示 了 可 读 框 的 概念 。 这 个 小 基因 〈 比 


期 望 的 任何 基因 都 短 ) 含有 一 个 起 始 密码 子 
(ATG) 和 一 个 终止 密码 子 《TAG) 〈 记 住 , 这些 
DNA 密码 子 会 被 转录 成 有 相应 密码 子 AUG 和 UAG 
的 mRNA)。 在 它们 中 间 (包括 这 些 密 码 子 ) 有 短 
的 开放 性 可 读 框 能 被 翻译 成 五 肽 (含有 5 个 氨基 酸 
的 肽 )，{Met-Gly-Tyr-Arg-Pro。 理 论 上 ， 翻 译 也 可 
以 从 上 游 4 个 核 背 酸 处 的 另 一 个 AUG 开始 , 但 是 
注意 ， 此 时 翻译 在 另 一 个 可 读 框 进行 ， 密 码 子 也 不 
同 了 ， 即 AUG CAU GGG AUA UAG, 在 这 个 可 读 
框 翻译 产生 四 肽 ，fMet-His-Gly-lle。 第 三 个 可 读 框 
没有 起 始 密码 子 。 天 然 mRNA 可 能 具有 一 个 以 上 的 
开放 可 读 框 ， 但 通常 使 用 最 长 的 。 

图 3. 20 也 显示 该 基因 的 转录 和 翻译 在 不 同 的 地 
方 开始 和 停止 。 转 录 开始 于 第 一 个 G， 而 翻译 则 始 
于 下 游 9bp 的 起 始 密码 子 (AUG) Ab. 因此， 该 基 
因 的 mRNA 有 一 个 9bp 的 前 导 区 (leader)， 也 叫做 
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开放 性 可 读 框 (ORF) 


图 3.20 简化 的 基因 和 
mRNA 结 构 。 上 方 是 一 个 简 
化 的 基因 ， 始 于 转录 起 始 位 
点 ， 止 于 转录 终止 位 点 。 中 


ax am PR (a) LBP FA 
gia die EAP RRENA 止 密码 子 ， 由 它们 界定 可 被 
| E 翻译 产生 多 肘 的 开放 性 可 读 
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- 5， 有 5 个 氨基 酸 的 多 肽 )。 基 因 


转录 
翻译 (编码 ) 区 


erie Et 
o Damen Sir 


翻译 


fMet-Gly-Tyr-Arg-Pro 


5'- 非 翻译 区 (5'-untranslated region) 或 S'-UTR。 
与 之 相似 ， 在 mRNA 末端 终止 密码 子 和 转录 终止 位 
点 之 间 的 存在 一 个 非 翻 译 尾 区 (trailer)， 也 叫做 3~ 
非 翻译 区 (3'-untranslated region) 或 3-UTR。 在 真 
核 基因 中 ， 转 录 终 止 位 点 可 能 在 下 游 很 远 处 , 但 
mRNA 可 以 在 终止 密码 子 的 下 游 剪 切 ， 一 串 
A [poly (A)] 被 加 到 mRNA 的 3' 端 ， 这 时 非 翻译 
尾 区 是 终止 密码 子 和 poly (A) 之 间 的 一 段 RNA. 
小 结 “ 翻 译 在 终止 密码 子 CUAG, UAA 或 
UGA) 处 结束 。 开 放 性 可 读 框 包括 翻译 起 始 密码 
子 、 编 码 区 和 终止 密码 子 。mRNA 5' 端 与 起 始 密 
码 子 间 的 片段 被 称 为 前 导 区 或 5-UTR，3' 端 
[或 poly (A)] 与 终止 密码 子 间 的 片段 被 称 为 非 
翻译 尾 区 或 3-UTR.。 


3.2 复制 


基因 的 第 二 个 特征 是 忠实 地 复制 。 沃 森 - 克 里 克 
模型 COURS 2 章 ) 设想 DNA 复制 时 新 DNA 链 产生 
遵循 A-T、G-C 碱 基 配对 原则 。 这 一 原则 很 关键 ， 
因为 DNA 复制 机 器 必须 能 够 区 别 配对 的 好 坏 。 
DNA 复制 模型 还 显示 两 条 母 链 分 离 ， 各 自作 为 子 链 
的 模板 ， 称 为 半 保留 复制 (semiconservative replica- 
tion)， 因 为 每 个 子 代 双 链 螺旋 中 有 一 条 母 链 和 一 条 
新 链 (图 3. 21a) 。 换 句 话说 ， 在 每 个 子 代 双 螺旋 中 
都 “保留 ”一 条 母 链 。 但 这 不 是 唯一 的 可 能 性 。 另 

.38 。 


终止 ”3 - 非 翻译 区 
密码 子 (3'-UTR) 或 非 翻 译 尾 区 
———1 
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被 转录 产生 一 条 具有 编码 区 
的 mRNA， 始 于 起 始 密码 子 ， 
止 于 终止 密码 子 。 这 是 基因 
中 开放 性 可 读 框 的 RNA 对 
等 物 。mRNA 中 起 始 密码 子 
上 游 的 一 段 是 引导 序列 或 5' 
非 翻 译 区 ， 终 止 密码 子 下 游 
的 一 段 是 尾部 或 3 非 翻译 区 。 
注意 ， 在 上 游 向 前 第 4 个 碱 
基 处 还 有 另 一 个 开放 性 可 读 
HE, 但 它 编码 只 有 4 个 氨基 
酸 的 更 短 多 肽 。 还 要 注意 这 
个 可 读 框 相对 于 另 一 个 可 读 
框 向 左 移动 了 lbp。 


一 种 可 能 机 制图 3. 21b) 是 保留 机 制 conserva- 
tive replication)， 两 条 母 链 不 分 开 ， 以 某 种 方式 产 
生 一 个 含有 两 条 完整 新 链 的 子 代 螺 旋 。 还 有 一 种 可 
能 是 分 散 复制 dispersive replication), DNA 变 成 
AB, 复制 后 新 老 DNA 共存 在 于 同一 链 中 (图 
3. 21c)。 正 如 第 1 章 提 到 的 ，Matthew Meselson 和 
Franklin Stahl 证 明 DNA 的 确 是 半 保 留 复制 。 第 20 
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图 3.21 DNA SSH 3 种 假说 。 (a) 半 保 留 复制 


《也 见 图 2. 15) 产生 两 个 子 代 双 链 DNA， 每 个 含有 
一 条 老 链 和 一 条 新 链 ; (b) 保留 复制 产生 两 个 子 代 
双 链 DNA， 一 个 有 两 条 老 链 〈 蓝 色 ) 另 一 个 有 两 条 
新 链 (红色 ); (c) 分 散 复制 产生 两 个 子 代 双 链 
DNA， 双 链 都 是 老 DNA 和 新 DNA 的 混合 物 。 


章 将 展示 这 个 实验 证 据 。 


3.3 突变 


基因 的 第 三 个 特征 是 积累 变化 或 突变 。 通 过 这 
一 过 程 ， 生 命 本 身 发 生变 化 ， 因 为 突变 对 进化 至 关 
重要 。 由 于 大 部 分 基因 是 编码 多 肽 的 核 苷 酸 链 ， 而 
多 肽 又 是 氨基 酸 链 ， 那 么 就 很 容易 看 出 DNA 中 发 
生变 化 的 结果 。 如 果 基 因 中 某 个 核 苷 酸 改变 了 ， 很 
可 能 那个 基因 和 蛋白 质 产物 中 的 某 个 氨基 酸 将 会 发 生 
相应 改变 。 由 于 遗传 密码 的 简 并 性 ， 有 时 一 个 核 苷 
酸 的 改变 不 会 影响 蛋白 质 。 例 如 ， 密 码 子 AAA 突 
变 为 AAG， 两 者 都 编码 赖 氨 酸 ， 所 以 检测 不 到 ， 这 
种 无 危害 的 变化 称 为 沉默 突变 (silent mutation), 
更 常见 的 是 基因 中 核 苷 酸 的 改变 导致 蛋白 质 中 氨基 
酸 的 相应 改变 。 如 果 氨 基 酸 的 变化 是 保守 的 ， 则 可 
能 无 害 〈 如 亮 氨 酸 变 成 异 亮 氨 酸 ) ， 如 果 新 氨基 酸 与 
原 氨基 酸 差别 很 大 ， 则 会 削弱 或 破坏 蛋白 质 的 功能 。 


镰 状 细胞 贫血 病 


由 一 个 缺陷 基因 引起 疾病 的 典型 例子 是 镰 状 细 
胞 病 (sickle cell disease)， 一 种 真正 的 遗传 紊乱 。 
纯 合 子 患者 的 血液 富 含 氧 时 ， 其 红细胞 外 观 正常 。 
正常 红细胞 的 形状 是 两 面 凹陷 的 圆 盘 状 。 然 而 ， 当 
患者 做 运动 ， 或 以 其 他 方式 耗 尽 血液 中 的 氧 时 ， 红 
血细胞 会 迅速 变 成 馈 刀 形 或 月 牙 形 (图 3. 22)， 这 
会 产生 严重 后 果 。 镰 状 细胞 不 易 穿 过 毛细 管 ， 使 毛 
细 管 堵塞 和 撑 破 ， 身 体 供血 不 足 ， 引 起 内 出 血 和 疼 
痛 。 此 外 ， 镰 状 细胞 非常 脆弱 ， 容 易 破 裂 ， 使 患者 
贫血 。 不 进行 治疗 的 话 ， 镰 状 细胞 病 患者 会 有 致命 
危险 。 

是 什么 导致 红细胞 变 为 镰刀 形 的 呢 ? 问题 出 在 
红细胞 中 红色 的 、 运 输 氧 的 血红 蛋白 Chemoglo- 
bin) 。 正 常 血红 蛋白 在 普通 生理 条 件 下 是 可 溶性 的 ， 
但 是 铬 状 细胞 的 血红 蛋白 在 血液 氧 水 平 下降 时 会 沉 
淀 ， 形 成 长 的 、 纤 维 状 的 聚积 物 使 红细胞 扭曲 成 锋 
刀 形 。 

正常 血红 蛋白 《HbA) 与 镰 状 细胞 血红 蛋白 
(HbS) 之 间 有 什么 差异 ? 1957 年 Vernon Ingram 采 
用 Frederick Sanger 发 明 的 蛋白 质 测序 (protein se- 
quencing) 方法 测定 了 两 种 蛋白 质 的 部 分 氨基 酸 序 
列 ， 回 答 了 这 个 问题 。 他 重点 研究 了 两 种 蛋白 质 的 
人 球 蛋白 。B 球 蛋白 是 四 聚 体 (48) 血红 蛋白 的 两 
种 多 肽 链 之 一 。 先 用 酶 选择 性 地 打 断 肽 键 ， 将 两 条 
多 肽 切 成 片段 。 这 些 片段 称 为 肽 ， 能 被 叫做 指纹 
(fingerprinting) (图 3.23) 的 二 维 技术 分 离开 。 用 


图 3.22 正常 红细胞 和 久 状 细胞 ,扫描 电镜 显 微 
照片 比较 了 (a) 双 凹 形 正常 细胞 与 (b) 镰 状 细胞 贫 
血 病 患 者 的 变形 红细胞 ,放大 售 数 : (a)3333X (b) 
5555X. (Sources: (a) ©Jeroboam/Omikron/Photo 
Researchers, Inc. (b) © Omikron/Photo Research- 
ers, Inc.) 


纸 电泳 做 第 一 维 分 离 ， 然 后 把 纸 旋 转 90" 做 纸 层 析 在 
第 二 维 方向 进一步 分 离 肽 。 肽 在 纸 上 呈 点 状 ,不同 
的 蛋白 质 因为 氨基 酸 组 成 不 同 ， 产 生 不 同 的 点 状 图 
形 称 为 “指纹 ”。 

Ingram 比较 了 HbA 和 HbS 的 指纹 图 谱 ， 发 现 
所 有 斑点 都 一 致 ， 只 有 一 点 例外 〈 图 3. 24)。 该 点 
在 HbS 指纹 与 HbA 指纹 有 不 同 的 迁移 率 ， 表 明 其 
氨基 酸 组 成 发 生 了 改变 。Ingram 检测 了 这 两 个 点 中 
两 条 肽 链 的 氨基 酸 序列 ， 发 现 它们 是 位 于 两 个 蛋白 
质 开 头 处 的 氨基 端 肘 ， 并 且 只 有 一 个 氨基 酸 不 相同 。 
HbA 第 6 位 的 谷 氨 酸 在 HbS PERT MR (图 
3. 25)。 这 就 是 两 个 蛋白 质 中 唯一 的 差别 ， 但 足以 引 
起 蛋白 质 行为 的 极度 紊乱 。 

知道 遗传 密码 后 〈 第 18 章 )， 我 们 要 问 B 球 蛋 
白 基因 发 生 了 什么 变化 导致 蛋白 质 产物 发 生 改 变 ? 
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(b) 二 维 技术 分 离 及 


图 3.23 看 白质 的 指纹 图 谱 。(a) 假想 蛋白 质 有 6 个 胰 蛋 白 酶 敏感 位 点 〈 斜 线 表 示 )。 用 胰 和 蛋白 酶 消化 
后 ， 释 放出 7 MEK BR. (b) 这 些 肽 段 在 第 一 向 电泳 中 部 分 分 开 ， 然 后 90 "旋转 电泳 纸 ， 在 第 二 向 上 再 用 


层 析 法 在 另 一 种 溶剂 中 完全 分 开 。 
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图 3.24 血红 蛋白 A 和 血红 蛋白 S 的 指纹 。 除 了 
圈 住 的 肽 之 外 ， 两 者 的 指纹 相同 。 该 肽 在 HbS 中 
向 左上 方 移动 了 。(Source Dr. Corrado Baglioni. ) 
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图 3.25 正常 细胞 和 镰 状 细胞 P- 球 蛋白 的 氨基 端 
肽 序列 。 数 字 表 示 成 熟 蛋 白质 中 相应 氨基 酸 的 位 
置 。 唯 一 区 别 是 第 6 位 由 织 氨 酸 取代 了 HbA 的 
谷 氨 酸 。 


R HbA 基因 中 谷 氨 酸 密码 子 GAG 突变 成 GTG， 使 
mRNA 变 成 GUG， 那 么 插入 到 HbS 中 的 就 是 屿 氨 
酸 了 。 同 样 也 可 以 认为 是 GAA-~~GTA。 注 意 ， 按 照 
惯例 一 般 表示 的 DNA 链 都 是 与 mRNA 有 相同 意义 
的 〈 非 模板 链 )。 实 际 上 ， 相 反 链 模板 链 ) CAC, 
在 mRNA 中 被 转录 成 GUG。 图 3. 26 总 结 了 突变 及 
其 结果 ， 可 以 看 到 基因 如 何 变化 引起 产物 的 改变 。 
匀 状 细胞 病 在 中 非 血 统 的 人 群 中 非常 普遍 。 因 
此 就 自然 产生 了 一 个 问题 为 什么 这 种 有 害 突变 能 
够 成 功 地 在 这 个 人 群 中 传播 呢 ? 可 以 这 样 解释 : 虽 
然 纯 合子 是 致死 性 的 ， 但 杂 合子 没有 ， 它 们 的 正常 
等 位 基因 可 产生 足够 的 产物 防止 血细胞 形成 镰刀 形 。 
而 且 ， 杂 合子 在 中 非 还 有 一 个 优势 ， 非 洲 的 痉 疾 独 
BR, HbS 能 够 帮助 人 类 抵抗 症 疾 寄生 虫 的 复制 。 
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图 3.26 镰 状 细胞 突变 及 其 结果 。 正 常 基 因 非 模 
板 链 的 第 6 个 密码 子 GAG ERT GTG, FA 
状 细胞 B 球 蛋白 mRNA 上 的 第 6 位 密码 子 从 
GAG 变 成 了 GUG， 进 而 导致 镰 状 细胞 B 球 蛋白 
第 6 位 氨基 酸 由 谷 氨 酸 变 成 顷 氨 酸 . 


小 结 ” 镰 状 细胞 病 是 一 种 大 类 遗传 病 ， 产 生 
于 人 # 球 蛋白 基因 的 单 碱 基 改 变 * 改变 的 碱 基 引 起 
全球 蛋白 某 个 位 置 插入 了 一 个 错误 的 氨基 酸 。 在 
低 氧 条 件 下 改变 的 蛋白 质 导 致 红 迎 细胞 的 变形 、 
这 个 疾病 阐明 了 一 个 基本 的 遗传 学 概念 ， 即 基因 
的 变化 可 导致 其 蛋白 质 产物 的 相应 变化 . 


总 结 

基因 的 3 种 主要 功能 是 信息 储存 、 复 制 和 积累 
突变 。 和 蛋白 质 或 多 肽 是 通过 肽 键 连接 的 氨基 酸 多 聚 
物 。 大 部 分 基因 含有 合成 一 条 多 肽 的 信息 ， 并 在 一 
个 二 步 过 程 中 表达 :转录 或 基因 的 mRNA 拷贝 的 合 
成 ， 接 下 来 将 这 个 信息 分 子 翻 译 成 蛋白 质 。 翻 译 在 
细胞 的 蛋白 质 工厂 一 一 核糖 体 的 复杂 结构 中 进行 。 
翻译 需要 既 能 识别 mRNA 的 遗传 密码 ， 也 能 识别 
mRNA 编码 的 氨基 酸 的 适配器 分 子 。 具 有 这 两 种 能 
力 的 转运 RNA (tRNA) 担负 了 这 个 任务 。 

翻译 延伸 包括 3 个 步骤 : @ 第 二 个 氨 酰 -tRNA 
转移 到 A 位 点 ，Q@P 位 点 的 第 一 个 氨基 酸 与 A 位 点 
的 第 二 个 氨 萄 -tRNA 形成 肽 键 : @mRNA 在 核糖 体 
上 移动 一 个 密码 子 的 长 度 ， 将 新 形成 的 二 肽 基 - 
tRNA 带 到 P 位 点 。 翻 译 在 终止 密码 子 (UAG、 
UAA R UGA) 处 结束 。RNA 或 DNA 的 一 个 包括 
翻译 起 始 密码 子 、 编 码 区 、 终 止 密码 子 的 区 域 称 为 
一 个 开放 性 可 读 框 。 位 于 5' 端 和 起 始 密码 子 之 间 的 
mRNA 片段 叫做 前 导 区 或 5-UTR，3 ' 端 [BR poly 
《A)] 与 终止 密码 子 之 间 的 部 分 被 称 为 非 翻 译 尾 区 
或 3-UTR。 

DNA 以 半 保 留 方式 复制 ， 母 链 分 离 ， 各 自作 为 
模板 合成 新 的 互补 链 。 基 因 中 的 变化 或 突变 常 能 引 
起 多 肽 产物 中 相应 的 位 置 发 生变 化 。 镰 状 细胞 病 就 
是 这 类 突变 产生 危害 的 一 个 例子 。 


复习 题 
1. 图 示 氨 基 酸 的 一 般 结构 。 


2. 图 示 及 键 的 结构 。 

3. 用 简 图 比较 蛋白 质 的 a 螺旋 和 反 向 平行 B 折 
破 结 构 。 为 简化 起 见 ， 只 显示 蛋白 质 的 骨架 原子 。 

4. 蛋白 质 的 一 级 、 二 级 、 三 级 、 四 级 结构 各 是 
什么 意思 ? 

5. 基于 尿 黑 酸 病症 ，Garrod 对 蛋白 质 与 基因 间 
的 关系 有 何 预 见 ? 

6. BÈ Beadle 和 Tatum 的 实验 方法 ， 证 明 蛋 
白质 与 基因 间 的 关系 。 

7. 基因 表达 的 两 个 主要 步 又 是 什么 ? 

8. 叙述 Jacob 及 同事 证 明 mRNA 存在 的 实验 并 
给 出 结果 。 

9. 转录 的 3 个 步骤 是 什么 ?用 图 分 别 说 明 。 

10. E. coli 核糖 体 有 哪些 rRNA? 每 种 rRNA 分 
别 属 于 哪个 核糖 体 亚 基 ? 

11. 图 示 tRNA 的 三 叶 草 形 结构 ， 指 出 连接 氨 
基 酸 的 位 置 和 反 密 码 子 的 位 置 。 

12. tRNA 是 如 何 行使 mRNA 的 3bp 密码 子 与 
蛋白 质 氨基 酸 之 间 的 适配器 功能 的 ? 

13. 解释 基因 中 单 碱 基 变 化 怎样 导致 mRNA 翻 
译 的 提前 终止 。 

14. 解释 基因 中 部 的 单 碱 基 缺失 如 何 改变 其 可 
RE. 

15. 解释 基因 的 单 碱 基 变 化 怎样 导致 其 产物 中 
单个 氨基 酸 的 变化 ， 举 例 说 明 。 


分 析 题 


1. 这 是 一 个 细菌 基因 的 部 分 序列 ， 

5'GTATCGTATGCATGCATCGTGAC3’ 

3'CATAGCATACGTACGTAGCACTGS! 

模板 链 在 下 部 ，(a) 假设 转录 始 于 模板 链 的 第 
一 个 并 延续 到 末端 所 产生 的 mRNA 是 什么 ? 
(b) 找 出 这 条 mRNA 的 起 始 密 码 子 。(c) 模板 链 的 
第 一 个 G 变 成 C 会 对 翻译 有 影响 吗 ? 如果 有 ， 是 什 
么 影响 ? (d) 模板 链 的 第 二 个 TEMG 会 对 翻译 有 
影响 吗 ? 如 果 有 ， 是 什么 影响 ? C) 模板 链 的 第 三 
个 工 变 成 C 会 对 翻译 有 影响 吗 ? 如 果 有 ， 是 什么 影 
响 ? GER: 无 需 知道 遗传 密码 来 回答 这 些 问 题 ， 只 
需 知道 本 章 给 出 的 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 。) 

2. 假设 你 用 脉 胞 霉菌 做 类 似 于 Beadle 和 Tatum 
的 遗传 学 实验 ， 分 离 得 到 一 个 泛酸 盐 缺 陷 型 突变 体 ， 
不 能 合成 泛酸 盐 ， 需 要 提供 泛酸 才能 生长 。 请 问 这 
一 现象 是 因为 泛酸 途径 的 哪个 步 又 被 阻 断 了 ? 
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第 4 章 分 子 克 隆 方法 


DNA 电泳 。 将 DNA 样品 加 到 琼脂 糖 凝 胶 中 进行 电泳 分 离 。 移 液 器 头 正 将 
DNA 样 加 入 胶 孔 。@ Klaus Guldbrandsen/SPL/Photo Researchers, Inc. 


在 回顾 了 基因 的 基本 结构 和 功能 之 后 ， 就 可 以 
更 详细 地 学 习 分 子 生物 学 了 ， 重 点 是 理解 分 子 生物 
学 家 在 并 明基 因 结 构 和 功能 研究 中 所 做 的 实验 。 为 
此 ， 我 们 暂 不 介绍 那些 主要 的 分 子 生物 学 实验 技术 。 
在 第 4、5 章 先 介绍 一 些 常用 技术 ， 其 他 技术 穿插 在 
书 中 有 关 章 节 加 以 介绍 。 我 们 先 从 使 分 子 生 物 学 发 
生 革 命 性 变化 的 基因 克隆 技术 开始 。 

设想 你 是 一 位 1972 年 的 遗传 学 家 ， 想 从 分 子 水 
平 研究 真 核 基因 的 功能 。 例 如 ， 你 对 人 生长 素 基 因 
(human growth hormone, hGH) 的 结构 和 功能 感 兴 
趣 。 那 么 该 基因 的 序列 是 什么 ? 其 启动 子 是 怎样 的 ? 
RNA 聚合 酶 如 何 与 该 基因 相互 作用 ? 基因 发 生 了 什 
么 变化 导致 垂体 功能 减退 性 侏 什 症 〈hypopituitary 
dwarfism)? 

回答 上 述 问题 之 前 必须 纯化 出 足够 多 〈 约 1mg) 
的 基因 来 进行 研究 。lmg 听 起 来 不 多 ， 但 是 想象 一 
下 要 从 人 类 基因 组 中 纯化 出 来 ， 这 个 量 就 惊人 了 。 
hGH 基因 的 DNA 量 远 低 于 人 类 基因 组 DNA 总 量 
的 百 万 分 之 一 ， 即 使 能 设法 收集 到 这 么 大 的 量 ， 也 
不 知 怎样 从 中 分 离 出 目的 基因 ， 总 之 你 会 身 陷 困境 。 

基因 克隆 技术 很 好 地 解决 了 这 个 问题 。 通 过 将 
真 核 基因 与 小 的 细菌 DNA 或 噬菌体 DNA 连接 起 
来 ， 并 将 这 些 重组 分 子 转 人 细菌 宿主 细胞 ， 就 可 大 
量 生产 高 质量 的 目的 基因 。 让 我 们 来 看 一 下 怎样 在 
细菌 和 真 核 细胞 中 克隆 基因 。 


。42 。 


4.1 基因 克隆 


克隆 实验 的 一 个 产物 就 是 一 个 克隆 (clone), 
它 是 一 组 相同 的 细胞 或 组 织 。 我 们 知道 有 些 植物 只 
需 简单 地 反 播 就 可 以 被 克隆 R, klon 是 枝条 
的 意思 )， 而 有 些 则 通过 从 植物 中 分 离 出 单个 细胞 长 
成 完整 的 植株 而 克隆 ， 甚 至 冰 椎 动物 也 可 被 克隆 。 
John Gurdon 将 单一 蛙 胚 的 细胞 核 移植 到 多 个 去 核 
的 卵 中 得 到 了 同一 青蛙 的 多 个 克隆 。1997 年 名 为 多 
# (Dolly) 的 绵羊 在 苏格兰 克隆 诞生 ， 用 的 是 成 年 
母 羊 的 乳腺 上 皮 细 胞 和 去 核 卵 细胞 。 同 卵 双 胞 胎 则 
是 一 种 自然 克隆 。 

基因 克隆 实验 的 一 般 程 序 是 将 外 源 基因 放 人 入 细 
菌 细胞 中 ， 然 后 分 离 出 单个 细胞 ， 从 每 个 单 细胞 培 
养 出 菌落 (colony) ， 菌 落 里 的 每 个 细胞 都 相同 且 都 
含有 该 基因 。 因 此 ， 只 要 保证 外 源 基因 能 在 宿主 细 
胞 内 复制 ， 就 可 通过 克隆 细菌 〈 宿 主 菌 ) 而 克隆 外 
源 目的 基因 。Stanley Cohen、Herber Boyer 及 同事 
在 1973 年 进行 了 首 例 克隆 实验 。 


限制 性 内 切 核酸 酶 的 作用 


Cohen 和 Boyer 的 出 色 的 实验 依赖 于 极 具 价 值 
的 限制 性 内 切 核酸 酶 (restriction endonuclease), 20 
世纪 60 年 代 后 期 Stewart Linn 和 Werner Arber 在 
E. coli 中 发 现 了 限制 性 内 切 核酸 酶 。 这 类 酶 的 命名 


是 基于 它们 能 将 外 源 DNA (如 病毒 DNA) 切 碎 而 
阻止 其 人 侵 ， 因此 “限制 了 ”病毒 的 宿主 范围 。 此 
外 ,它们 在 外 源 基 因 内 部 切割 ， 而 不 是 从 两 端 逐 步 
消化 ， 所 以 叫做 内 切 核酸 酶 〈endonuclease) (希腊 
语 : endo 内 部 的 ) 而 不 是 外 切 核酸 酶 exonuclease) 
(HRE: ezo 外 部 的 )。Linn 和 Arber 希望 他 们 的 
酶 能 在 专 一 位 点 切割 DNA， 就 像 精细 打磨 的 分 子 刀 
一 样 来 切 前 DNA 片段 。 

由 Hamilton Smith 从 流感 嗜 血 菌 《Haemophi- 
lus influenzae) Rd 菌株 中 分 离 出 的 一 种 酶 在 切割 
DNA 时 具有 特异 性 。 这 个 酶 被 命名 为 HindIL (发 音 
为 Hinrdeetwo)， 前 3 个 字母 取 自 产生 该 酶 的 微 生 
物 的 拉丁 名 ， 头 一 个 字母 是 属 名 的 第 一 个 字母 ， 后 
面 两 个 字母 是 种 名 的 前 两 个 字母 (由 Haemophilus 
influenzae 得 Hin)。 另 外， 有 时 还 包括 菌株 名 ， 如 
“d” 来 自 Rd 菌株 。 如 果 菌 株 仅 产生 一 种 限制 酶 ， 
名 字 末 端 用 罗马 字母 1 表示， 如 果 不 止 一 种 ， 则 分 
别 以 罗马 数字 II、II 表示 ， 以 此 类 推 。 

HindII 识别 如 下 序列 ， 

GTPy $ PuAC 
CAPu $ PyTG 
并 在 箭头 所 示 位 点 切割 DNA 双 链 ， 其 中 Py ARNE 
BET RC, Pu XR A 或 G， 而 且 只 要 这 一 序列 
出 现 ，HindII 就 切 开 DNA。 令 分 子 生 物 学 家 高 兴 的 
是 HindII 仅仅 是 数 百 个 具有 各 自 特异 性 切割 序列 的 
限制 酶 中 的 一 个 。 表 4. 1 中 列 出 了 一 些 常用 限制 酶 
的 来 源 及 其 识别 序列 。 注 意 有 些 酶 的 识别 序列 仅 为 
Abp 而 不 是 更 常见 的 6bp， 因 此 其 切割 频率 相对 较 
高 。 因 为 4bp 序列 平均 每 处 二 256bp 就 会 出 现 一 次 ， 
而 6bp 的 序列 在 4° = 4096bp 出 现 一 次 。 因 此 ，6bp 
的 酶 可 将 DNA 切割 成 平均 长 度 约 为 4kb〈kilobase) 
的 片段 。 有 些 限制 酶 ， 如 NotI 识别 8bp 序列 ， 其 切 
割 频率 则 更 低 《每 4°65 000bp 切 割 一 次 )， 因 此 称 
这 些 酶 为 稀 切 酶 (rare cutter). Norl 在 哺乳 动物 
DNA 中 的 切割 频率 比 预期 的 更 低 ， 其 识别 序列 包含 
两 拷贝 的 稀有 二 核 苷 酸 CG。 此 外 还 有 一 些 酶 ， 如 
Smal 和 Xmal 的 识别 序列 相同 但 切割 位 点 不 同 。 这 
类 可 识别 相同 序列 中 不 同位 点 的 酶 叫做 异 裂 酶 
Cheteroschizomer) 《和 希腊 文 hetero 意思 是 不 同 ， 
schizo 意思 是 切割 ) 或 新 裂 酶 〈neoschizomer) ( 希 
腊 文 neo 意思 是 新 的 )。 将 识别 相同 序列 中 相同 位 点 
的 酶 叫做 同 裂 酶 (isoschizomer) (HIX iso 意思 是 
相等 )。 

限制 酶 的 主要 优点 在 于 其 在 相同 位 点 重复 性 切 
H DNA 的 能 力 。 这 一 特性 是 分 析 基 因 及 其 表达 的 
实验 技术 的 基础 。 但 这 不 是 唯一 的 优点 ， 许 多 限制 
酶 在 两 条 DNA 链 上 产生 交错 切口 .( 表 4. 1 中 偏离 序 


列 中 心切 割 位 点 的 酶 ) ， 使 链 产 生 突出 末端 或 共性 末 
端 (sticky end) ， 两 个 不 同 的 DNA 分 子 容易 连接 在 
一 起 。 例如 ，EcoRI (BH I Eeko-Rnoe) MEDI 
成 的 黏 性 末端 之 间 的 互补 序列 
5'-GAATC-3' _.-G3’ 5'AATTC- 
3'CTTAAG 5 -CTTAAS 3G 


表 4.1 常用 限制 性 内 切 核酸 酶 的 识别 序列 及 作用 位 点 


名 称 识别 序列 * 
Alul AG CT 
BamHI GYGATCC 
Bgill A¥GATCT 
Clal AT} CGAT 
EcoRI G4 AATTC 
Haelll GGYCC 
Hindll GTPy ¥ PuAC 
Hindlll A} AGCTT 
Hpall CCGG 
Kpnl GGTAC}C 
Mbol +GATC 
Psl CTGCA 4G 
Puul CGAT 4 CG 
Sall GH TCGAC 
Smal CCC} GGG 
Xmal CY CCGGG 
Noil GC 4 GGCCGC 


* 只 显示 5 一 3 左 到 右 的 一 条 DNA 链 ， 但 限制 性 内 切 
核酸 栈 实 际 切割 双 链 DNA， 如 文中 的 EcoRI, fit Sk tim 
个 酶 的 切割 位 点 。 


还 要 注意 ，EcoRI 在 识别 序列 的 5' 端 切割 ， 产 
生 4 个 碱 基 的 突出 端 。Pstl 在 其 识别 序列 的 3' 端 切 
Wl, 产生 REAM, T Smal 在 其 识别 序列 的 正 
中 切割 ， 产 生 无 碱 基 突 出 的 平 未 端 (blunt end), 

限制 酶 产生 交错 切口 是 因为 其 识别 序列 多 呈 二 
重 对 称 性 ， 即 识别 序列 旋转 180" 后 还 是 同样 的 ， 其 
正 读 与 倒 读 的 结果 一 致 。 因 此 ， 如 垂直 箭头 所 示 ， 
EcoRI 可 以 在 顶 链 的 左 侧 G 和 A 之 间 切 割 ， 也 可 以 
在 底 链 的 右 侧 G 和 A 之 间 切 割 。 

5'-GAATTC-3', 或 
3-CTTAAG-5 

具有 二 重 对 称 性 的 序列 也 称 为 回 文 结构 (palin- 
drome) 。 回 文 就 是 正 读 和 倒 读 都 一 样 的 句子 ， 如 拿 
破 仑 的 悼词 :“Able was I ere I saw Elba” 或 对 意 大 
利 食品 偏爱 的 一 种 表述 : “Go hang a salami! I’m a 
lasagna hog. ”都 是 典型 的 回 文 结构 。 虽然 DNA 回 
文 结构 正 读 、 倒 读 的 结果 一 样 ， 但 必须 在 两 个 方向 
都 按 5 -3' 读 起 ， 也 就 是 说 ， 读 项 链 时 要 从 左 向 右 ， 
而 读 底 链 时 要 从 右 向 左 。 

2 


有 关 限 制 酶 的 最 后 问题 是 : 如 果 能 切割 人 侵 的 
病毒 DNA， 那 么 它们 为 什么 不 破坏 宿主 细胞 自身 的 
DNA 呢 ? 答案 是 几乎 所 有 限制 酶 都 有 对 应 的 甲 基 化 
酶 ， 可 以 识别 相同 的 位 点 并 对 其 甲 基 化 。 

限制 酶 和 甲 基 化 酶 统称 为 限制 -修饰 系统 Cres- 
triction-modification system) ， 或 叫 R-M 系统 。 甲 基 
化 之 后 ，DNA 的 酶 切 位 点 被 保护 起 来 ， 宿 主 细胞 中 
甲 基 化 的 DNA 就 不 会 受到 损伤 。 但 是 DNA 复制 时 
怎么 办 ? 新 合成 的 DNA 链 尚未 甲 基 化 ， 是 否 容易 
被 切割 呢 ? 图 4. 1 解释 了 DNA 在 复制 过 程 中 怎样 继 
续 受 到 保护 。 细 胞 DNA 每 次 复制 时 ， 子 代 双 链 之 
一 是 新 合成 未 甲 基 化 的 ， 而 另 一 条 链 是 已 经 甲 基 化 
的 母 链 ， 这 种 半 甲 基 化 〈hemimethylation) 状态 足 
以 保护 DNA 双 链 不 被 多 数 限制 酶 所 酶 切 ， 因 而 甲 
基 化 酶 有 时 间 寻 找 甲 基 化 位 点 并 使 另 一 条 链 甲 基 化 ， 

CHa 
| 
=H 


复制 


+ 半 甲 基 化 的 DNA 
(RLECORIN YT) 


图 4.1 DNA 复制 后 保持 对 限制 性 内 切 核酸 酶 
的 抗 性 。 以 双 链 DNA 的 EcoRI 位 点 的 甲 基 化 
保护 CH》 为 例 ， 转 录 后 每 个 子 代 DNA 双 链 
中 的 母 链 仍 保持 甲 基 化 状态 ， 而 另 一 条 新 合成 
的 链 没有 被 甲 基 化 。 双 链 DNA 中 一 条 链 上 的 
甲 基 化 足以 抵御 EcoRI 酶 的 降解 。 甲 基 化 酶 很 
快 会 识别 未 甲 基 化 的 EcoRI 位 点 并 对 其 甲 基 化 ， 
从 而 产生 完全 甲 基 化 的 DNA NGE. 
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产生 完全 甲 基 化 的 双 链 DNA, 

Cohen 和 Boyer 在 其 克隆 实验 中 充分 利用 了 限 
制 酶 产生 靳 性 末端 这 一 特点 (图 4.2)。 他 们 用 
EcoRI 分 别 酶 切 两 个 不 同 DNA。 这 两 个 DNA 都 是 
质粒 《plasmid)， 即 一 类 独立 于 宿主 菌 染色 体 之 外 
的 小 环 状 DNA。 第 一 个 质粒 是 pSC101， 带 有 四 环 
素 抗 性 基因 。 另 一 个 是 RSF1010， 具 有 抗 链 霉 素 和 
磺胺 类 的 特性 。 两 个 质粒 都 仅 有 一 个 EcoRI 限制 位 
A (restriction site), JH] EcoRI 切割 时 变 成 带 有 相同 


EcoRI EcoRI 


四 环 素 抗 性 aR ACL 
磺胺 抗 性 

| EcoRI | EcoRI 

-O 


EcoRI 


转化 细菌 


四 环 素 抗 性 
链 霉 素 抗 性 


图 4.2 首次 体外 重组 DNA 的 克隆 实验 。 
Boyer 和 Cohen 使 用 同一 种 限制 性 内 切 核 酸 
酶 处 理 两 种 质粒 pSC101 和 RSF1010， 得 到 
两 条 具有 相同 黏 性 末端 的 线性 DNA 片段 ， 
在 体外 可 用 DNA 连接 酶 将 其 连接 。 通 过 转 
化 将 重组 DNA 再 导入 大 肠 杆 菌 细 胞 ， 筛 选 
对 四 环 素 和 链 霉 素 都 有 抗 性 的 克隆 就 是 携带 
有 重组 质粒 的 克隆 。 


黏 性 末端 的 线 状 分 子 ， 这 些 黏 性 末端 彼此 通过 碱 基 
配对 ， 至 少 能 暂时 连接 在 一 起 。 当 然 , 同一 DNA 
分 子 黏 性 末端 碱 基 配 对 会 使 DNA 分 子 重新 闭合 成 
环 状 。 最 后 ，DNA 连接 酶 (DNA ligase) 在 两 条 
DNA 链 未 端 间 形 成 共 价 键 ， 完 成 将 两 个 DNA 分 子 
共 价 连接 的 任务 。 

该 实验 期 望 获得 重组 DNA， 即 将 原来 独立 的 两 
段 DNA 连接 在 一 起 。 虽 然 重 组 质粒 在 数量 上 可 能 
远 远 少 于 切 开 后 又 重新 自 连接 的 原 质粒 ， 但 是 很 容 
易 筛 选 。 连 接 产物 重组 质粒 转化 细菌 细胞 后 赋予 宿 
主 两 种 抗 性 ，pSC101 的 四 环 素 抗 性 和 RSF1010 的 
BERIT. 自然界 有 丰富 的 DNA 重组 现象 ， 与 
其 他 大 多 数 重组 不 同 ， 该 重组 的 DNA 不 是 在 细胞 
内 自然 形成 的 ， 而 是 分 子 生物 学 家 在 试管 中 连接 起 
来 的 。 

小 结 ” 限 制 性 内 切 核酸 酶 识别 DNA 分 子 中 
特异 序列 ， 并 在 双 链 上 进行 切割 。 这 种 切割 具有 
很 强 的 特异 性 。 同 时 由 于 在 双 链 上 产生 的 切口 多 
是 交错 的 ， 限 制 酶 产生 的 黏 性 未 端 有 助 于 将 两 个 
DNA 连接 起 来 ， 在 体外 形成 重组 DNA. 
载体 

Cohen 和 Boyer 实验 中 所 采用 的 两 个 质粒 都 能 
在 E.coli 中 自我 复制 ， 因 此 两 者 都 可 作为 载体 使 重 
组 DNA 复制 。 基 因 克 隆 实验 都 需要 这 种 载体 vec- 
tor)， 典 型 的 基因 克隆 实验 只 需 一 种 载体 外 加 一 段 
依赖 载体 进行 复制 的 外 源 DNA。 外 源 DNA 没有 复 
制 起 点 Corigin of replication)， 必 须 将 其 置 于 带 有 
复制 起 点 的 载体 中 ， 否 则 无 法 进行 复制 。 自 20 世纪 
70 年 代 中 期 以 来 ， 已 开发 出 众多 载体 ， 主 要 分 为 两 
大 类 ， BUR. (plasmid) 和 噬菌体 (phage). 

质粒 载体 “在 研究 克隆 的 早期 阶段 ，Boyer 小 
组 开发 的 PBR 系列 载体 非常 流行 。 现 在 这 些 早期 的 
质粒 已 经 不 再 使 用 了 ， 鉴 于 它们 提供 了 克隆 方法 的 
简单 模型 ， 在 这 里 我 们 还 是 介绍 一 下 。 其 中 一 个 质 
粒 是 pBR322 (图 4.3)， 含 有 两 个 抗生素 ， 氨 荣 青 
均 素 和 四 环 素 的 抗 性 基因 ， 在 这 两 个 抗 性 基因 之 间 
有 复制 起 点 。 该 质粒 含有 几 种 常用 限制 酶 的 单个 识 
别 位 点 ， 如 EcoRI, BamHI, Pstl, HindIII 和 Sall 
等 。 这 种 单一 酶 切 位 点 非常 方便 ， 可 用 任 一 种 酶 产 
生 外 源 DNA 插入 位 点 ， 而 质粒 DNA 毫 无 损失 。 

例如 ， 将 外 源 DNA 片段 克隆 到 pBR322 的 PstI 
位 点 (图 4.4)。 首 先 ， 用 PstI 分 别 酶 切 载体 和 外 源 
DNA, 使 之 在 载体 和 外 源 DNA 片段 上 都 产生 Psl 
Rt. RH, BMWS MEA, HM DNA 
RREN. SUR ANSP H BE A SHE ET 
瞬时 碱 基 配 对 时 ，DNA 连接 酶 就 会 封闭 切口 


图 4.3 具有 可 用 于 插入 外 源 DNA 的 11 个 独特 
限制 位 点 的 质粒 pBR322。 两 个 抗生素 抗 性 基因 
位 点 (Amp' 一 氨 茶 青霉素 抗 性 ，Tet = HR 
抗 性 ) 和 复制 起 点 〈ori)， 数 字 是 指 以 千 碱 基 对 
《kb) 表示 的 顺 时 针 方 向 距离 EcoRI 位 点 的 距离 。 


(nick)， 将 这 两 个 DNA 片段 共 价 连 接 起 来 。 这 个 过 
程 一 旦 完成 ， 二 者 就 不 会 再 分 开 了 ， 除 非 用 PstI 重 
新 酶 切 。 切 口 只 是 磷酸 二 栈 键 的 断裂 ， 而 DNA 连 
接 酶 可 重新 形成 磷酸 二 酯 键 ， 如 下 图 所 示 : 
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下 一 步 用 DNA 混合 物 转化 E. coli。 传 统 方法 是 
用 浓缩 的 钙 盐 溶液 饪 育 细菌 细 胞 ， 使 细胞 膜 出 现 缝 
隙 ， 然 后 将 这 种 具有 通 透 性 的 细胞 与 DNA 混合 ， 
使 DNA 进入 其 中 。 也 可 用 高 压 电击 将 外 源 DNA 导 
入 宿主 细胞 ， 这 种 方法 叫做 电 穿 孔 法 (electropora- 
tion) . 

如 果 所 有 酶 切 后 的 DNA 都 与 质粒 连接 形成 重 
组 DNA， 那 就 简单 了 ， 但 这 永远 不 会 发 生 。 实 际 得 
到 的 是 重新 连接 的 质粒 、 重 新 连接 的 插入 片段 和 重 
组 DNA 的 混合 物 。 那 么 如 何 区 分 呢 ? 现在 轮 到 载 
体 上 的 抗生素 基因 发 挥 作用 了 。 首先 ， 在 含有 四 环 
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Pstl Pstl 


Pst 


Tet’ 


Amp* 
图 4.4 利用 pBR322 的 Pstl 位 点 克隆 外 源 
DNA。 用 Pstl 分 别 酶 切 质 粒 和 持 入 DNA， 再 用 
DNA 连接 酶 连接 其 黏 性 末端 。 接 着 用 重组 DNA 
转化 细菌 并 筛选 四 环 素 抗 性 和 氨 共 青霉素 敏感 
性 菌落 。 重 组 质粒 因为 外 源 基因 中 断 了 氨 茶 青 
BERGHE TAL ROR THE 
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有 外 源 DNA 重组 载体 的 细胞 ， 而 那些 未 转 和 人 DNA 
或 仅 转化 了 外 源 DNA 的 细菌 则 无 四 环 素 抗 性 而 无 
法 生长 。 

接 下 来 要 找 出 含有 重组 DNA 的 克隆 。 图 4.4 
显示 本 实验 中 用 于 插入 DNA 片段 的 Pxl 位 点 在 氨 
茜 青 霉 素 抗 性 基因 的 内 部 。 因 此 ， 外 源 基因 插入 到 
Pstl 位 点 ， 会 导致 该 基因 的 失 活 并 使 宿主 菌 表现 出 
RCRA ROGUE. Hilt, MARL DIRT 
性 、 氨 茶 青 霉 素 -敏感 的 克隆 就 可 找到 含 重组 DNA 
的 克隆 。 

怎样 进行 第 选 呢 ? 一 种 方法 是 影印 培养 法 
(replica plating)。 将 四 环 素 抗 性 平板 中 菌落 的 拷贝 
转移 到 氨 共 青霉素 平板 上 ， 可 以 用 图 4. 5 所 示 的 灭 
蓝天 笋 绒 转 移 工具 来 完成 。 将 转移 工具 在 四 环 素平 
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板 表面 轻 轻 地 触 一 下 ， 沾 上 每 个 菌落 的 细胞 ， 然 后 
以 相同 的 相对 位 置 轻 触 一 个 新 的 氨 某 青霉素 平板 表 
面 ， 释 放 细胞 ， 使 原初 的 每 个 菌落 都 部 分 地 留 在 氨 
芥 青 霉 素平 板 的 相应 位 置 上 。 然 后 从 四 环 素平 板 中 
挑 取 那些 在 氨 芋 青霉素 平板 对 应 位 点 不 能 生长 的 克 
放 。 最 后 ， 利 用 传统 有 效 的 科学 工具 一 一 灭 菌 牙 签 
将 挑选 出 的 阳性 菌落 转 入 新 的 培养 基 保存 或 立即 使 
用 。 注 意 我 们 不 把 这 一 过 程 叫做 选择 (selection), 
因为 没有 自动 去 除 不 需要 的 克隆 ， 而 是 对 每 个 克隆 
逐个 检查 ， 我 们 把 这 一 更 繁琐 的 过 程 叫 做 筛选 


(screen), 


(a) 


原 板 (四 环 素 ) 


图 4.5 影印 培养 法 筛选 细菌 。 (a) 影印 法 的 过 
程 。 先 用 天 鹅 绒 包 裴 的 圆 形 工具 轻 轻 触 一 下 含有 
菌落 的 第 一 个 培养 板 的 表面 ， 每 个 菌落 的 细胞 粘 
到 天 鹅 绕 上 ， 并 可 在 相同 的 相对 位 置 上 被 转移 到 
复制 培养 板 上 。(b) 影印 培养 法 筛选 插入 外 源 基 
因 的 pBR322 氨 葵 青霉素 抗 性 菌落 。 所 有 含有 
PBR322 的 菌落 都 在 原初 的 含 四 环 素 的 平板 上 生 
长 。 复 制 培养 板 含 氨 蔡 青 圳 素 ， 凡 含有 在 氨 革 青 
BRE BASRA AY pBR322 质粒 的 
MAREE EEK RARER). XM 
落 可 在 原始 培养 板 的 相同 部 位 挑 出 。 
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现在 , 已 有 许多 质粒 克隆 载体 可 供 选择 ， 其 中 
一 类 虽然 过 时 但 很 有 用 的 质粒 是 pUC 系列 (图 
4.6)。 该 系列 以 pBR322 为 基础 ， 删 除了 40% wy 
DNA, 包括 四 环 素 抗 性 基因 。pUC 载体 的 克隆 位 点 
集中 在 一 个 小 的 区 域内 ， 叫 做 多 克隆 位 点 (multiple 
cloning site, MCS), pUC 载体 含有 pBR322 的 氨 荣 
青霉素 抗 性 基因 用 于 筛选 接受 了 载体 的 细菌 。 此 外 ， 
为 补偿 失去 四 环 素 基因 ，pUC 系列 载体 含有 更 便于 
筛选 重组 DNA 的 遗传 元 件 。 
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图 4.6 给 出 了 pUC18 和 pUCI9 的 MCS, 它 位 
于 编码 B 半 乳糖 苷 酶 氨基 端 部 分 Cok) 的 DNA 序 
列 内 (标识 为 lacZ')， 而 用 于 pUC 载体 的 宿主 菌 带 
有 编码 BE SLT RAE AB TY 〈er 肽 ) 的 基因 。 由 
这 些 不 完整 基因 产生 的 # 半 乳糖 背 酶 片段 自身 都 不 
具有 生物 活性 ， 但 是 它们 可 以 在 细菌 体内 互补 ， 也 
称 为 a 互补 (a-complementation)。 换 名 话说， 这 两 
个 不 完整 基因 的 产物 可 以 协作 形成 有 活性 的 B 半 乳 
糖苷 酶 。 当 pUC18 自己 转化 带 有 部 分 半 和 乳糖 车 酶 基 
因 的 细菌 细胞 时 ， 可 以 产生 有 活性 的 Be PLES 
如 果 将 这 些 克 隆 在 含有 半 乳 糖苷 酶 指示 物 的 平板 培 
养 基 上 培养 ， 那 么 转 有 pUC 质粒 的 克隆 就 会 改变 颜 
色 。 指 示 剂 常用 X-gal， 它 是 一 种 合成 的 无 色 半 乳糖 
背 ， 当 及 半 乳糖 背 酶 切割 X-gal 时 ， 会 释放 半 乳 糖 
和 一 种 蓝 色 染 料 ， 后 者 可 将 细菌 菌落 染 成 蓝 色 。 

另 一 方面 ， 如 果 在 多 克隆 位 点 插 人 一 段 外 源 基 


人 ho -mpapcpcpwrp DNA 连 接 酶 +ATP (或 NAD) 
| a) 


am~ 连接 酶 -AMP(pA) 


© em 
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E, HiT BE PLETE, STR, 
不 能 产生 与 宿主 菌 的 有 半 屯 糖苷 酶 片段 互补 的 产物 ， 
则 X-gal 保持 无 色 。 因 此 挑选 重组 克隆 很 简单 ， 只 需 
挑选 白色 菌落 即 可 。 注 意 ， 与 pBR322 筛选 相 比 ， 这 
是 个 一 步 筛选 过 程 ， 我 们 可 同时 看 见 既 能 在 氨 共 青 老 
素 培养 基 上 生长 又 在 X-gal 存在 时 为 白色 的 克隆 。 在 
构建 多 克隆 位 点 时 很 小 心地 保存 了 有 # 半 乳糖 苷 酶 基因 
的 可 读 框 ， 因 此 即使 该 基因 被 18 个 密码 子 所 阻 断 ， 
仍 可 产生 有 功能 的 蛋白 质 。 但 是 更 大 插入 片段 的 进 一 
步 阻 断 通常 会 破坏 旨 半 屯 糖苷 酶 基因 的 功能 。 

即使 利用 颜色 筛选 ， 搬 和 pUC 载体 的 克隆 依然 
会 有 假 阳 性 发 生 ， 即 无 插入 片段 的 白色 菌落 。 如 果 
在 载体 与 插入 片段 连接 前 ， 载 体 末 端 被 核酸 酶 稍微 
“ 咬 掉 ”了 一 点 ， 这 些 轻微 降解 的 载体 在 连接 这 一 步 
自身 连接 ，lacZ 基因 就 足以 产生 白色 菌落 了 。 因 此 
要 使 用 纯 DNA 和 无 核酸 酶 活性 的 酶 。 
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| DNA 连 接 酶 
无 自 连接 


载体 与 插入 片段 的 连接 。 (a) DNA 连接 酶 的 机 制 。 步 又 O): DNA 连接 酶 和 AMP 供 体 反 


应 ， 供 体 可 以 是 ATP 或 NAD 〈 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 )， 取 决 于 连接 酶 的 类 型 。 反 应 生成 活性 酶 
(ligase AMP), 259% (2): 活性 酶 将 AMP (pA) 供给 双 链 DNA 的 下 方 链 切口 处 的 5' 端 自由 磷酸 基 ， 
在 切口 的 一 边 形成 高 能 二 磷酸 基 。 步 又 (3): 以 磅 酸 基 团 间 键 断裂 所 产生 的 能 量 形成 磷酸 二 酯 键 封闭 
DNA 的 切口 。 这 个 反应 可 发 生 在 DNA 双 链 上 ， 因 此 两 个 独立 DNA 也 可 被 DNA 连接 酶 连接 起 来 。 
(b) 碱 性 磷酸 酶 防止 载体 自 连接 。 步 又 (1): 用 BamHI 酶 切 载 体 ， 产 生 带 有 5 "磷酸 的 黏 性 未 端 。 步 
DR (2): 用 碱 性 磷酸 酶 去 除 磷 酸 基 团 使 载体 不 能 自 连接 。 步 又 (3):; 也 用 BamHIl 酶 切 揪 人 片段 ， 产 
生 带 磷酸 基 的 黏 性 末端 。 步 又 〈4) : 最 后 将 载体 和 插入 片段 连接 在 一 起 。 插 入 片段 的 磷酸 基 可 以 形成 
两 个 磷酸 二 酷 键 (红色) 同时 留 下 两 个 未 形成 的 键 或 切口 ， 一 旦 DNA 转化 到 细菌 细胞 这 些 切口 就 可 


被 连接 。 
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对 于 无 颜色 筛选 标记 的 载体 ， 自 连接 现象 是 个 
大 问题 ， 因 为 更 难 区 分 含有 插入 片段 和 无 插入 片段 
的 菌落 。 即 便 使 用 pUC 或 其 相关 载体 ， 我 们 也 希望 
减少 载体 自 连接 现象 。 一 种 比较 好 的 方法 是 用 碱 性 
磷酸 酶 处 理 载体 ， 除 去 自 连接 所 需 的 5 -磷酸 基 团 。 
没有 这 些 磷酸 基 团 ， 载 体 就 不 能 自 连接 ， 但 仍 能 与 
含有 5 -磷酸 基 的 外 源 插 人 片段 连接 。 图 4. 7 显示 这 
一 过 程 。 注 意 ， 由 于 只 是 插入 片段 有 磷酸 基 ， 因 此 
在 连接 产物 中 还 存在 两 个 切口 (未 形成 的 磷酸 二 栈 
键 )， 但 这 不 成 问题 ， 这 些 切口 可 以 在 重组 质粒 进入 
细菌 细胞 后 被 宿主 体内 的 DNA 连接 酶 封闭 。 

多 克隆 位 点 的 存在 允许 用 两 种 不 同 的 酶 (如 
EcoRI 和 BamHI) 切割 载体 ， 然 后 将 一 端 为 EcoRI 
末端 ， 另 一 端 为 BamHI 末端 的 DNA 片段 克隆 到 载 
体 上 。 这 种 克隆 方式 叫做 定向 克隆 (directional 
cloning) ， 因 为 插入 到 载体 上 的 DNA 只 有 一 个 方向 
(插入 片段 的 EcoRI 和 BamHI 末端 必须 与 载体 上 的 
对 应 末端 相 匹配 ) 。 知 道 插入 片段 的 方向 有 一 定 的 益 
处 ， 这 一 点 将 在 本 章 的 后 面 讨论 。 定 向 克隆 的 另 一 
个 好 处 是 防止 载体 自 连接 ， 因 为 两 个 限制 酶 酶 切 位 
点 的 序列 无 互补 性 。 

注意 ，pUC18 的 多 克隆 位 点 刚好 与 PUC19 的 相 
反 ， 即 相对 于 lacZ' 基 因 ， 限 制 酶 酶 切 位 点 的 顺序 是 
相反 的 ， 表 明 只 需 换 一 下 pUC 质粒 就 可 按 任意 方向 
克隆 一 个 片段 。 现 在 已 经 有 了 更 方便 的 载体 ,我 们 
将 在 本 章 后 面部 分 讨论 其 中 的 一 些 。 

小 结 pBR322 和 pUC 质粒 属于 第 一 代 质 粒 
克隆 载体 。 前 者 有 两 个 抗生素 抗 性 基因 以 及 多 个 
专 一 性 限制 酶 酶 切 位 点 , 可 用 于 导入 外 源 基因 。 
大 多 数 酶 切 位 点 都 中 断 其 中 一 个 抗生素 抗 性 基 
A. 因而 可 直接 用 于 筛选 。 用 pUC 质粒 进行 第 
选 更 简便 ， 该 系列 质粒 含有 一 个 氨 某 青霉素 抗 性 
基因 、 一 个 中 断 B 半 乳糖 苷 酶 部 分 基因 的 多 克隆 
位 点 筛选 具有 氨 共 青霉素 抗 性 ， 又 不 产生 活性 
B 半 我 糖 萌 酶 使 指示 剂 X-gal 变 蓝 的 菌落 即 可 。 
多 克隆 位 点 也 使 外 源 基因 定向 克隆 到 两 个 不 同 的 
限制 酶 酶 切 位 点 间 变 得 很 方便 。 

噬菌体 载体 ”细菌 噬 菌 体 是 将 细菌 DNA 从 一 
个 细胞 转 至 另 一 个 细胞 的 天 然 载体 。 因 此 改造 噬 菌 
体 使 其 对 所 有 类 型 的 DNA 做 同样 的 事 就 是 自然 而 
然 的 了 。 与 质粒 载体 相 比 噬菌体 载体 有 一 个 天 然 优 
点 ， 它 对 细胞 感染 的 效率 要 比 质粒 转化 细胞 的 效率 
高 得 多 ， 所 以 噬菌体 载体 的 克隆 产量 通常 较 高 。 噬 
菌 体 载体 的 重组 克隆 不 是 细胞 群落 而 是 噬 菌 斑 
(plaque) 《噬菌体 在 宿主 菌 平板 上 清 出 的 一 个 孔 )。 
史 菌 斑 由 一 个 噬菌体 侵 染 一 个 细胞 ， 产 生 的 子 代 噬 
菌 体 从 该 细胞 中 裂 出 ， 杀 死 细胞 ， 再 感染 周围 的 细 


胞 而 形成 。 这 一 过 程 一 直 持续 到 肉眼 可 见 的 哈 菌 斑 
出 现 。 由 于 形成 一 个 噬 菌 斑 的 所 有 噬菌体 都 来 源 于 
同一 只 菌 体 ， 所 以 在 遗传 上 是 相同 的 一 个 克隆 。 

入 噬菌体 载体 ”Fred Blattner 小 组 通过 改造 有 名 
的 入 噬菌体 构建 了 第 一 个 叹 菌 体 载体 〈 第 8 章 )。 他 
MEE MRE DNA 的 中 间 区 域 ， 保 留 其 复制 必需 
的 基因 。 移 去 的 叭 菌 体 基因 可 用 外 源 DNA 代替 。 
Blattner 以 神话 中 在 复 河 摆渡 的 船 夫 Charon 的 名 字 
将 其 命名 为 Charon 噬菌体 (Charon phage) 。 就 像 
Charon 将 灵魂 送 到 阴间 一 样 ，Charon 噬菌体 携带 外 
源 DNA 进入 细菌 细胞 。 船 夫 Charon 发 音 为 “Ka- 
ren”, MRE Charon 通常 发 音 为 “sharon”。 对 入 
噬菌体 如 Charon 4， 更 一 般 的 术语 是 替换 载体 re- 
placement vector), HX à DNA 被 移 去 由 外 源 DNA 
PART. 

与 质粒 载体 相 比 ，X 噬菌体 载体 一 个 明显 的 优 
点 是 可 容纳 更 大 的 外 源 DNA。 例 如 ，Charon 4 可 接 
受 最 大 为 20kb 的 外 源 DNA， 这 是 A 噬菌体 头 部 容 
量 的 极限 。 比 较 而 言 ， 传 统 的 质粒 载体 如 果 整 合 这 
么 大 的 DNA 片段 就 无 法 复制 了 。 什 么 时 候 需 要 这 
么 大 的 容量 呢 ? 和 噬菌体 蔡 换 载体 一 般 用 于 构建 基 
因 组 文库 (genomic library)， 如 克隆 人 类 全 基因 组 ， 
无 疑 需 要 很 多 克隆 。 若 每 个 克隆 中 的 插入 片段 越 大 ， 
则 所 需 克隆 子 的 总 数 就 越 少 。 实 际 上 ， 已 经 构建 了 
人 类 和 其 他 物种 的 基因 组 文库 ，》 替换 载体 是 用 于 
这 一 目的 的 常用 载体 。 

除了 高 容量 这 一 优点 外 ， 有 些 、 叭 菌 体 载体 还 
具有 对 插入 片段 有 最 小 要 求 的 优点 。 图 4.8 显示 入 
噬菌体 载体 具有 这 一 特点 的 原因 ， 为 使 Charon 4 载 
体 可 以 接受 插入 片段 ， 用 EcoRI 切割 Charon 4, 该 
BECERRA DNA 中 部 的 3 个 位 点 进行 切割 ， 酶 
切 后 产生 两 个 “ 臂 ” 及 两 个 “填充 ”片段 。 之 后 ， 
产生 的 左右 两 辟 通 过 凝 胶 电 瀛 或 超速 离心 纯化 ， 丢 
弃 填 充 片段 。 最 后 一 步 是 将 两 臂 与 插入 片段 连接 ， 
插入 片段 代替 那些 丢弃 的 填充 片段 。 

乍 一 看 ， 未 接收 插入 片段 时 两 个 臂 也 能 连接 。 
这 种 情况 确 有 发 生 ， 但 不 会 形成 克隆 ， 因 为 两 辟 组 
成 的 DNA 太 小 ， 不 会 被 包装 到 叭 菌 体 中 。 体 外 包 
装 叭 菌 体 需要 将 重组 DNA 与 组 成 噬菌体 颗粒 所 需 
要 的 各 种 物质 混合 。 现 在 可 以 购买 克隆 试剂 盒 ， 其 
中 带 有 纯化 的 入 臂 和 包装 提取 物 。 包 装 提取 物 对 拟 
4288 DNA 的 大 小 有 严格 要 求 ， 除 入 臂 外 ，DNA 大 
小 必须 至 少 为 12kb 但 最 大 不 超过 20kb。 

由 于 每 个 克隆 都 含有 至 少 12kb 的 外 源 DNA, 
所 构建 的 文库 不 应 浪费 空间 去 克隆 那些 没有 意义 的 
DNA, 认识 到 这 一 点 很 重要 ， 因 为 即使 每 个 克隆 中 
含有 12~20kb 的 外 源 DNA， 一 个 文库 也 最 少 需 要 
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图 4.8 Charon 4 噬菌体 克隆 。 PACS BR 
(a) 形成 重组 DNA。 用 EcoRI EcoRI EcoRI 
5 A 
酶 切 载体 去 挤 其 间 的 片段 留 下 Rei ba : 
两 辟 ， 然 后 将 不 完全 消化 的 插 ux EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI 
ARBIRE. KAE Kgl ) 并 连接 
出 12 个 碱 基 的 恭 端 (cos 位 
点 )， 其 大 小 在 图 上 被 放大 了 。 EcoRI EcoRI EcoRI EcoRI 
(b) 包装 和 克隆 重组 DNA。 ”一 一 一 
体外 将 (a) 中 的 重组 DNA 与 重组 DNA 
体外 包装 提取 物 混合 ， 其 中 包 @) 
HE ARIA LAB. FR RBA Be sb 


所 有 将 重组 DNA 包装 成 功能 
性 噬菌体 颗粒 所 需 的 因子 。 最 
JERE DTA OULD LEH a FF BR 
FARE, MARTE MRE, 


含有 50 万 个 克 降 才能 保证 每 个 人 类 基因 至 少 出 现 一 
次 。 如 果 用 pBR322 或 PUC 质粒 载体 构建 人 类 基因 
组 文库 会 更 加 困难 ， 因 为 细菌 会 选择 性 地 吸收 小 的 
质粒 并 进行 繁殖 ， 所 以 多 数 克 隆 只 含有 几 千 个 碱 基 
或 几 百 个 碱 基 的 插入 片段 ， 这 样 可 能 就 需要 数 百 万 
个 克隆 才能 完成 人 类 基因 组 文库 的 构建 。 

由 于 EcoRI 产生 平均 长 度 约 4kb 的 酶 切片 段 ， 
而 、\ 叭 菌 体 载体 不 接受 小 于 12kb 的 插入 片段 ， 因 此 
不 能 用 EcoRI 完全 酶 切 外 源 DNA， 和 否则 片段 会 因为 
太 小 而 不 能 用 于 克隆 。 此 外 ，EcoRI 及 大 部 分 限制 
酶 能 在 多 数 真 核 基因 中 部 切割 一 次 或 多 次 ， 所 以 完 
全 酶 切 只 能 得 到 多 数 基因 的 片段 。 采 用 EcoRI 不 完 
全 酶 切 可 减少 这 一 问题 的 发 生 〈 用 低 浓度 酶 或 短 作 
用 时 间 ， 或 同时 采用 这 两 种 方法 ) 。 如 果 EcoRI 每 次 
只 在 第 4 或 第 5 个 位 点 酶 切 ， 则 产生 平均 长 度 16 一 
20kb 的 片段 ， 这 个 大 小 刚好 是 噬菌体 载体 可 接受 
的 ， 也 足以 包括 大 多 数 真 核 基因 的 完整 长 度 。 如 果 
想 要 更 随机 的 片段 ， 可 使 用 机 械 方法 ， 如 超声 波 破 
碎 法 将 DNA 切 到 适合 克隆 的 大 小 。 
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基因 组 文库 一 旦 构建 成 功 ， 就 可 非常 方便 地 研 
究 任何 一 个 感 兴趣 的 基因 。 唯 一 的 问题 是 没有 目录 
帮助 查找 具体 的 克隆 ， 因 此 需要 利用 一 定 的 探 针 来 
显示 哪个 克隆 含有 目的 基因 。 理 想 的 探 针 应 当 是 带 
有 标记 的 核酸 分 子 ， 其 序列 与 目的 基因 匹配 ， 然 后 
做 一 个 叭 菌 斑 杂 交 《〈plaque hybridization) 实验 ， 使 
文库 的 每 个 噬菌体 DNA 都 与 标记 的 探 针 杂交 ， 带 
有 标记 杂 合 体 DNA EAS ER EH G o 

在 第 2 章 我 们 已 经 提 到 杂交 反应 ， 在 第 5 章 将 
再 次 讨论 。 图 4. 9 是 噬 菌 斑 的 杂交 原理 。 在 几 个 培 
养 中 中 培养 了 数 以 千 计 的 噬 菌 斑 (为 简洁 起 见 这 里 
只 显示 几 个 )。 然 后 用 滤 膜 与 培养 四 表面 接触 【 滤 腊 
由 DNA 结合 材料 如 硝化 纤维 (nitrocellulose) 或 涂 
层 尼龙 膜 制 成 ]， 使 每 个 噬 菌 班 的 部 分 噬菌体 DNA 
转移 到 滤 膜 上 。 然 后 DNA 经 碱 变性 后 与 标记 探 针 
杂交 , 在 加 入 探 针 之 前 ， 将 膜 用 非特 异性 的 DNA 
或 蛋白 质 饱和 ， 其 目的 是 阻止 非特 异性 探 针 与 之 结 
合 。 当 标记 探 针 遇 到 互补 片段 〈 只 能 是 来 自 目 的 克 
隆 的 DNA) 时 与 其 杂交 ， 标 记 该 DNA 斑点 。 然 后 


用 X 线 胶片 检测 标记 的 斑点 。X 线 胶片 上 的 小 黑 点 
显示 含 目的 基因 的 噬 菌 斑 在 原始 培养 由 中 的 位 置 . 
实际 情况 下 ， 原 始 平板 可 能 挤 满 了 噬 菌 班 ， 不 可 能 
准确 挑 出 需要 的 那个 ， 可 从 对 应 位 置 挑 出 几 个 噬 菌 
斑 ， 以 很 低 的 噬 菌 斑 密度 再 涂 板 一 次 ， 然 后 重复 上 
述 杂 交 过 程 ， 找 出 阳性 克隆 。 


a BLES BE 
oo bg oS 对 应 的 DNA 


用 非特 异性 DNA 或 
蛋白 质 封 闭 膜 ， 与 
。 标记 的 探 针 杂交 。 
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阳性 杂交 


图 4.9 噬 菌 班 杂 交 法 挑选 阳性 克隆 。 用 一 
块 尼龙 膜 或 类 似 介质 轻 触 培养 板 的 表面 ， 
其 上 含有 来 自 图 4.8 的 Charon 4 M RE, 
从 每 个 噬 菌 班 上 自然 释 出 的 噬菌体 DNA Bk 
MERE. RAI DNA 碱 变性 ， 用 标记 的 
探 针 与 膜 杂 交 探 测 目的 基因 ， 经 X 线 胶片 
显示 标记 位 置 。 膜 中 部 的 一 个 噬 菌 班 被 杂 
交 ， 如 胶片 上 黑 点 所 示 。 


我 们 已 经 介绍 了 用 A 噬菌体 载体 作为 基因 组 克 
隆 的 工具 ， 而 其 他 类 型 的 和 载体 在 构建 cDNA 文库 
中 也 十 分 有 用 ， 这 部 分 内 容 将 在 本 章 的 后 面 学 习 。 

BA AHF RAH B DNA 的 载 
POUR (cosmid), ERLEA TUR AY AP AA UA ME D 
EWR, CA A MEIE DNA 的 cos 位 点 (RATE 
末端 )， 可 将 DNA WAARA Coit 
“cosmid” 名 字 的 “cos” 部 分 )， 还 带 有 质粒 的 复制 
起 点 ， 可 以 像 质粒 一 样 在 细菌 体内 复制 〈 得 其 名 字 
的 “mid” 部 分 ) 。 

由 于 除了 cos 位 点 以 外 的 几乎 所 有 入 噬菌体 基因 
都 被 剔除 了 ， 因 此 黏 粒 载体 可 以 容纳 更 大 的 插入 片 
Et 〈40 一 50kb)。 一旦 插入 片段 到 位 ， 重 组 黏 粒 就 在 
体外 被 包装 成 噬菌体 颗粒 。 这 些 颗 粒 不 能 以 喉 菌 体 
形式 复制 ， 因 为 黏 粒 载体 几乎 没有 噬菌体 DNA, 但 
依然 具有 感染 性 ， 可 携带 其 重组 DNA 进入 细菌 细 


胞 。 一 旦 进入 ， 由 于 含有 质粒 的 复制 起 点 ，DNA 就 
能 像 质粒 一 样 进行 复制 。 

M13 ERARE BAKA ETE RAH 
BR & RK M13 (长 的 细 丝 状 )。Joachim 
Messing 及 同事 给 这 种 噬菌体 的 DNA 加 上 了 与 pUC 
载体 家 族 相同 的 # 半 乳糖 苷 酶 基因 片段 和 多 克隆 位 
点 。 实 际 上 ， 先 构建 的 是 M13 载体 ， 然 后 才 将 有 用 
的 多 克隆 位 点 直接 转 到 pUC 质粒 上 的 。 

M13 载体 的 优点 主要 在 于 其 基因 组 是 单 链 
DNA， 因 此 克隆 的 外 源 片段 可 以 以 单 链 形式 回收 。 
我 们 在 本 章 的 后 面 将 看 到 ， 单 链 DNA 有 利于 定点 
突变 (site-directed mutagenesis)， 通 过 定点 突变 可 
以 向 基因 引入 特异 的 、 预 定 的 改变 。 

图 4. 10 是 如 何 将 一 段 双 链 DNA 克隆 到 M13 中 
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图 4.10 通过 M13 噬菌体 克隆 获得 单 链 DNA, 
用 HindIII] 酶 切 的 外 源 DNA 被 插 人 到 双 链 噬 菌 
体 DNA 的 Hind 位 点 。 将 产生 的 重组 DNA 转 
46 E. coli 细胞 ，DNA 在 细胞 内 复制 ， 产生 大 量 
单 链 DNA 产物 。 按 照 惯 例 DNA 产物 叫做 正 链 
(+), 模板 DNA 是 负 链 (一 )。 
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获得 单 链 DNA FREER. RR BUY A AY DNA 是 
单 链 的 ， 感 染 大 肠 杆 菌 细胞 后 ， 单 链 DNA 就 转变 
成 双 链 复制 型 (replicative form，RF)， 双 链 RF k 
菌 体 DNA 可 用 于 克隆 。 用 一 个 或 两 个 限制 酶 在 多 
克隆 位 点 酶 切 后 ， 带 有 互补 末端 的 外 源 DNA 就 可 
插入 。 然 后 用 这 种 重组 DNA 转化 宿主 细胞 ， 产 生 
携带 单 链 重 组 DNA MFCM. APR DNA 
的 鸣 菌 体 颗粒 从 转化 的 细胞 中 分 泌 出 来 ， 并 可 以 从 
培养 基 中 收集 。 

BAR AEE RGE DNA 的 载体 也 已 开 
发 出 来 。 它 们 也 像 黏 粒 一 样 既 有 鸣 菌 体 又 有 质粒 的 
性 质 ， 因 此 被 叫做 噬 菌 粒 〈phagemid) 。 其 中 常用 的 
一 种 商品 名 叫 pBluescript (pBS) (H 4.11). 48 
PUC 载体 一 样 ，pBluescript 有 一 个 位 于 lacZ’ 基因 中 
的 多 克隆 位 点 。 含 插入 片段 的 pBluescript 可 用 X- 
gal 进行 蓝 白斑 法 筛选 。 同 时 这 个 载体 还 有 一 个 与 
M13 相关 的 单 链 噬菌体 有 的 复制 起 点 。 这 意味 着 含 
有 重组 叹 菌 粒 的 宿主 细胞 如 果 被 提供 DNA 复制 机 
器 的 [1 辅助 噬菌体 感染 ， 就 会 产生 并 包装 单 链 噬 菌 


T7 噬 菌 体 
启动 子 
21 个 限制 性 
位 点 
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图 4. 11 pBluescript 载体 。 该 质粒 基于 pBR322 
构建 ， 具 有 其 氨 茶 青霉素 抗 性 基因 (Amp) 和 
复制 起 点 〈ori)， 还 具有 人 噬菌体 的 复制 起 点 
CEL ori)。 因 此 ， 如 果 细 胞 被 人 1 A h na pe pk B e 
提供 了 复制 机 器 ， 载 体 的 单 链 DNA 拷贝 可 包装 
成 子 代 噬 菌 体 颗粒 。 多 克隆 位 点 (MCS) 在 两 个 
噬菌体 启动 子 (T7 和 T3) 间 有 21 个 不 同 的 限 
WEHL. ACHE THe BE AYE BR PR RNA 聚合 酶 的 
种 类 ，DNA 插 人 片段 可 在 体外 转录 合成 任 一 条 
链 的 RNA 拷贝 。MCS 位 于 E. coli 的 lacZ’ 基因 
中 ， 加 入 IPTG 诱导 物 抵抗 acl 基因 表达 的 阻 过 
物 时 ， 未 重组 质粒 产生 BB 半 乳 糖苷 酶 的 N 端 片 
段 。 当 加 入 X-gal 指示 剂 时 含 未 重组 质粒 的 菌落 
显示 蓝 色 。 而 含有 重组 质粒 的 菌落 ， 外 源 基因 在 
MCS 中 打 断 了 lacZ’ 基因 ， 不 会 产生 有 功能 的 B 
半 乳 糖苷 酶 ， 菌 落 保持 白色 。 
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粒 DNA。 此 类 载体 的 另 一 个 优点 是 多 克隆 位 点 的 两 
便 是 两 个 不 同 叭 蓝 体 的 RNA 聚合 酶 启动 子 。 例 如 ， 
PBS 的 多 克隆 位 点 一 侧 是 T3 启动 子 ， 另 一 侧 是 T 
启动 子 。 该 特点 可 用 于 分 离 双 链 重组 噬 菌 粒 DNA, 
并 用 任 一 种 哈 菌 体 RNA 聚合 酶 进行 体外 转录 产生 
对 应 于 插入 片段 的 任意 一 条 链 的 纯 RNA 转录 物 。 

小 结 “ 有 两 类 噬菌体 载体 作为 克隆 载体 非常 
通用 。 第 -类 是 和 噬菌体 载体 ， 从 中 去 除了 非 必 
需 基因 ， 为 插入 片段 三 出 空间 。 有 些 工程 噬菌体 
能 容纳 最 大 20kb 的 插入 片段， 因此 有 利于 构建 
基因 组 文库 ， 而 每 个 克隆 都 含有 较 大 片段 的 基因 
组 DNA 对 基因 组 文库 很 重要 。 黏 粒 载体 能 容纳 
的 插入 片段 更 大 ， 可 达 50kb， 因 此 也 是 构建 基因 
组 文库 的 首选 载体 。 WN HAAR AC M13 
噬菌体 组 成 。 这 类 载体 有 方便 的 多 克隆 位 点 ， 更 
有 利 的 是 还 可 产生 单 链 重组 DNA， 这 一 特点 可 
用 于 DNA 测序 以 及 定点 罕 变 。-- 类 叫做 噬 菌 粒 
的 质粒 * 也 已 经 被 改造 成 可 在 其 辅助 噬菌体 存在 
条 件 下 产生 单 链 DNA. 

真 核 载体 及 大 容量 载体 ”这 类 载体 可 将 基因 克 
隆 至 真 核 细胞 ， 在 本 章 后 面 ， 将 介绍 几 种 在 真 核 细 
胞 中 表达 基因 蛋白 质 产物 的 载体 ， 还 要 介绍 几 种 根 
MREFA (Agrobacterium tumefaciens) Ti 质粒 设 
计 的 载体 ， 这 些 载体 用 于 将 外 源 革 因 导入 植物 细胞 。 
在 第 24 章 将 探讨 用 于 克隆 大 片段 DNA ( 数 十 万 个 
PAT) 的 酵母 人 工 染色 体 (yeast artificial chromo- 
some, YAC) 和 细菌 人 工 染色 体 (bacterial artificial 
chromosome, BAC), 


用 特异 性 探 针 鉴别 特定 的 克隆 


从 大 量 克隆 中 鉴别 目的 克隆 时 ， 探 针 〈 特 异性 
地 与 靶 分 子 结合 的 分 子 ) 是 非常 必要 的 。 广 泛 使 用 
的 探 针 有 两 类 : SRAM RERE 和 抗体 。 
我 们 先 介绍 核酸 探 针 ， 在 本 章 的 后 面 介绍 抗体 探 针 。 

SREBERit “探查 目的 基因 时 ， 可 利用 已 
经 克隆 的 其 他 生物 的 同 源 基 因 。 这 两 个 基因 的 序列 
要 有 足够 的 相似 性 以 便 杂交 。 如 果 相 似 性 略 低 ， 可 
降低 杂交 条 件 的 严 庶 性 〈stringency)， 以 便 杂 交 反 
应 能 承受 探 针 与 克隆 基因 间 一 定 程度 的 碱 基 错 配 。 

可 采取 多 种 方法 降低 杂交 的 严谨 性 。 高 温 、 高 
有 机 溶剂 浓度 以 及 低 盐 浓度 都 可 促使 DNA 双 螺 旋 
SR. 调整 这 些 条 件 直 至 只 有 完全 匹配 的 两 条 DNA 
链 才 能 形成 双 螺 旋 ， 是 高 严谨 性 。 放 松 这 些 条 件 
(如 降低 温度 ) 可 降低 杂交 的 严谨 性 ， 人 允许 有 少量 错 
配 的 两 条 DNA 链 杂 交 。 

没有 同 源 DNA 时 该 用 什么 呢 ? 如 果 知 道 该 基 
因 和 蛋白 质 产物 的 至 少 一 段 序列 时 也 有 办 法 。 我 们 实 


验 室 在 克隆 植物 毒素 草 麻 蛋白 (ricin) 的 基因 时 就 
遇 到 了 类 似 情况 ， 幸 运 的 是 欧 麻 毒素 两 条 多 肽 链 的 
全 部 氨基 酸 序列 都 是 已 知 的 ， 因 此 可 以 分 析 氨 基 酸 
序列 ， 利 用 遗传 密码 简 并 性 推出 这 些 氨基 酸 可 能 编 
码 的 一 系列 核酸 序列 。 然 后 化 学 合成 这 些 核酸 序列 
并 作为 探 针 通过 杂交 找到 艺 麻 毒素 基因 。 这 种 方案 
是 利用 由 几 个 核 苷 酸 序列 组 成 的 一 系列 探 针 ， 因 此 
PNB (oligonucleotide) Rt. HASTE 
BRR EAA RR BMI, SRR 
由 一 个 以 上 的 三 联 体 密码 子 编码 。 
幸运 的 是 其 中 一 条 艺 麻 毒素 的 多 肽 包含 Trp- 
Met-Phe-Lys-Asn-Glu 氨基 酸 序 列 ， 这 一 特点 为 我 们 
省 去 了 许多 不 便 。 该 序列 中 前 2 个 氨基 酸 各 有 1 个 
密码 子 ， 随 后 的 3 个 各 有 2 个 密码 子 ， 第 6 个 氨基 
酸 为 我 们 提供 了 2 个 额外 碱 基 ， 其 简 并 性 只 发 生 在 
第 3 个 碱 基 上 。 所 以 只 需要 合成 8 种 17 BRIE BY SEK 
PM (17mer) 就 可 以 保证 得 到 这 段 氨基 酸 准确 的 
编码 序列 。 这 个 简 并 序列 可 表示 如 下 : 
U G U 
UGG AUG UUC AAA AAC GA 
Trp Met Phe Lys Asn Glu 
利用 这 8 个 17 碱 基 (UGGAUGUUCAAAAA- 
CGA、UGGAUGUUUAAAAACGA 等 ) 的 混合 物 ， 
我 们 很 快 找 出 了 儿 个 龙 麻 毒素 特异 性 克隆 。 因 此 ， 
有 了 这 些 准确 序列 就 可 以 合成 出 探 针 。 


问题 解答 


问题 

以 下 是 蛋白 质 的 一 段 氨基 酸 序列 ， 其 基因 是 你 
要 克隆 的 

Arg-Leu-Met-Glu-Trp-lie Cys-Pro-Met-Leu 

a. 什么 样 的 五 氨基 酸 序列 可 给 出 简 并 性 最 小 的 
17 碱 基 探 针 〈 包 括 其 后 密码 子 的 两 个 碱 基 )? 

b 要 合成 多 少 个 不 同 的 17 碱 基 才 能 保证 探 针 
与 克隆 基因 的 相应 序列 完全 匹配 ? 

c 如 果 从 最 优 探 针 〈 在 as。 中 所 选 的 氨基 酸 ) 
右 移 两 个 密码 子 处 开始 探 针 ， 那 么 需要 合成 多 少 种 
不 同 的 17 碱 基 ? 
解答 

a 首先 参照 遗传 密码 表 (第 18 章 ) 确定 上 述 
序列 中 每 种 氨基 酸 的 编码 简 并 性 ， 结 果 如 下 : 

6 612132 41 «6 
Arg-Leu-Met-Glu- Trp-Ile-Cys-Pro- Met- Leu 
每 个 氨基 酸 上 方 的 数字 表示 该 氨基 酸 的 简 并 性 。 换 
句 话 说 ， 精 氨 酸 有 6 个 密码 子 、 亮 氨 酸 6 个 、 甲 硫 
氨 酸 1 个 等 。 现 在 的 任务 是 找 出 5 个 连续 的 简 并 性 
最 低 的 氨基 酸 。 我 们 很 快 就 看 出 最 优 组 合 是 Met- 

Glu-Trp-lleCys, 


b 为 找 出 你 要 合成 多 少 种 不 同 的 17 碱 基 ， 将 氨 
基 酸 的 简 并 数 相 乘 即 可 。 对 于 已 选 的 5 个 氨基 酸 来 
说 , 共有 1X2X1X3X2=12 种 。 注 意 ， 可 以 选用 
Pro 的 前 两 个 碱 基 《〈CC) 而 对 简 并 性 没有 任何 影响 ， 
因为 编码 Pro 的 4 种 简 并 性 均 出 现在 密码 子 的 第 三 个 
碱 基 上 (CCU、CCA、COC、CCG)。 因 此 探 针 可 以 有 17 
个 碱 基 而 不 是 所 选 5 个 氨基 酸 所 对 应 的 15 个 碱 基 。 

c 如果 将 所 选 氨基 酸 向 右 移 两 位 ， 也 就 是 以 Trp 
开头 ， 那 么 所 需 的 组 合 数 就 是 ， 1X3X2X4X1=24 
种 。 也 就 是 说 共 需 要 制备 24 种 探 针 ， 而 不 是 12 种。 

小 结 “ 对 特定 克隆 可 使 用 与 之 相互 补 的 寡 核 
营 酸 探 针 进行 筛选 。 知 道 了 某 个 基因 产物 的 氨基 
酸 序列 ， 可 设计 一 系列 编码 氨基 酸 部 分 序列 的 寒 
核 苷 酸 探 针 。 这 是 得 选 具体 克隆 的 最 精确 高 效 的 
一 种 方法 。 


cDNA 克隆 


cDNA (complementary DNA 或 copy DNA 的 简 
写 ) 是 一 段 RNA (通常 是 mRNA) 的 DNA 拷贝 。 
有 时 我 们 要 构建 cDNA 文库 (CDNA library)， 即 特 
定 细胞 类 型 在 特定 时 间 内 全 部 mRNA 的 一 组 克隆 。 
这 种 文库 包含 数 十 万 个 不 同 的 克隆 。 若 想 获得 一 个 
具体 的 cDNA 一 一 只 含有 一 个 mRNA 的 DNA 拷贝 
的 克 降 ， 可 根据 研究 目的 采取 不 同 的 技术 。 

图 4. 12 是 一 种 简单 但 十 分 有 效 的 构建 CDNA 文 
库 的 方法 。 任 何 CDNA 克隆 方法 的 关键 环节 都 是 以 
mRNA 为 模板 利用 反 转录 酶 (reverse transcriptase) 
(依赖 RNA 的 DNA RAND AM cDNA, PRN 
与 所 有 DNA 聚合 酶 类 似 ， 没 有 引物 时 不 能 起 始 
DNA 合成 。 因 此 可 利用 大 多 数 真 核 生物 mRNA 3! 
端的 poly CA) 尾 以 oligo (dT) 作为 引物 。oligo 
(dT) 与 poly (A) 互补 ， 以 mRNA 为 模板 引发 
DNA 的 合成 。 

mRNA 被 复制 产生 一 条 单 链 DNA (“第 一 链 ”) 
后 ， 将 被 核糖 核酸 酶 H (RNase H) 部 分 降解 。 该 酶 
降解 RNA-DNA 杂交 链 中 的 RNA 链 ， 而 我 们 恰好 
需要 消化 掉 与 第 一 链 cDNA 碱 基 配对 的 RNA, RA 
的 RNA 片段 作为 引物 以 第 一 链 为 模板 合成 “第 二 
链 ”。 这 一 阶段 要 依赖 图 4.13 所 示 的 切口 平移 
(nick translation) 。 结 果 将 产生 在 第 二 链 的 5 端 带 有 
小 段 RNA 的 双 链 CDNA, 

切口 平移 就 是 同时 进行 切口 ( 单 链 DNA 断裂 ) 
前 DNA 的 移 除 和 切口 后 DNA 的 合成 ， 就 像 铺路 机 
一 样 ， 铲 掉 前 面 老路 的 同时 在 后 面 铺设 新 路 。 最 终结 
RER 5 一 3 方向 移动 或 平移 切口 。 用 于 切口 平移 的 
WE E. coli 的 DNA 聚合 酶 1， 它 具 有 5 一 3' 外 切 核酸 
酶 活性 ， 随 着 酶 向 前 移动 降解 切口 前 的 DNA, 
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图 4.12 cDNA 文库 的 构建 。 重 点 显示 单 链 DNA 的 克隆 ， 但 这 种 方 
法 也 适 于 mRNA 混合 物 构建 相应 的 CDNA 文库 。 (a) 以 oligo (dT) 
为 引物 ， 反 转录 酶 作用 合成 的 CDNA 与 mRNA 模板 杂交 ; (b) 利用 
RNaseH 部 分 消化 mRNA， 形 成 一 系列 与 CDNA 第 一 链 碱 基 配 对 的 
RNA 引物 ;(c) AYE. coli DNA RAM [在 切口 平移 条 件 下 依据 RNA 
引物 合成 DNA 第 二 链 ; (d) cDNA 第 二 链 从 最 左边 的 引物 开始 延 
长 , 一 路 延伸 到 3 端的 oligo 〈dA)， 以 此 与 cDNA 第 一 链 的 oligo 
(dT) 引物 相对 应 ;《〈e) 给 双 链 DNA 添加 黏 性 未 端 ， 加 入 末端 转移 酶 
和 oligo (dC); (f) 将 cDNA 的 oligo (dC) 与 适当 载体 的 互补 oligo 
(dG) 末端 退火 。 然 后 重组 DNA 可 以 转化 细菌 细胞 ， 细 胞 中 的 酶 连 
接 残 留 的 切口 并 用 DNA 取代 剩余 的 RNA. 
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图 4.13 切口 平移 。 本 图 以 普通 双 链 DNA 
为 例 ， 但 其 原理 也 适用 于 RNA 与 DNA 的 
杂交 双 链 。 以 双 链 DNA 的 顶部 链 有 切口 
Fe, E.coli DNA RAM 1 结合 到 切口 
上 ， 以 5~~3 方 向 延伸 DNA 片段 (从 左 到 
右 )。 同 时 ， 其 5' 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 降解 
右 侧 的 DNA 片段 ， 为 后 面 产生 的 片段 腾 
出 空位 。 小 方块 表示 外 切 核酸 酶 降解 DNA 
后 释放 的 核 苷 酸 。 


接 下 来 ， 将 cDNA 连接 到 载体 上 。 对 于 限制 酶 
切割 的 基因 组 DNA 片段 来 说 , 这 比较 容易 ， 但 
cDNA 不 产生 黏 性 末端 。 虽 然 效 率 很 低 ， 平 未 端 也 
可 以 连接 ,但 最 好 能 获得 蒜 末 端的 高 效 连 接 。 用 末 
OM BBE S 8 TF HR HE BW HW (terminal deoxynucleotidyl 
transferase) [简称 末端 转移 酶 〈terminal transfer- 
ase)] 和 一 种 脱氧 核 苷 三 磷酸 可 以 在 cDNA 上 创建 
黏 性 未 端 ， 本 例 采用 的 是 dCTP。 转 移 酶 每 次 将 一 
个 dCMP 加 到 cDNA 的 3' 端 。 用 同样 的 方法 也 可 将 
oligo (dG) 末端 加 到 载体 上 。 将 cDNA 末端 的 oligo 
(dC) 与 载体 末端 的 oligo (dG) 退火 , 使 cDNA 和 
载体 连 成 重组 DNA MARATHE. RR 
酸 尾部 的 碱 基 配对 很 强 ， 在 转化 前 不 需要 连接 。 被 
转化 细胞 的 DNA 连接 酶 最 后 会 起 连接 作用 ， 同 时 
DNA RAM 1 会 去 除 所 有 残留 的 RNA 代 之 
以 DNA。 

哪 种 载体 可 用 于 连接 cDNA R? 有 多 种 选择 ， 
取决 于 检测 阳性 克 降 〈 带 有 目的 cDNA 的 克隆 ) 的 
方法 。 质 粒 或 哈 菌 粒 载体 (如 PUC 或 pBS) 都 可 以 
用 ， 这 时 阳性 克隆 要 用 菌落 杂交 (colony hybridiza- 
tion) 鉴定 。 这 个 方法 与 前 面 介绍 过 的 噬 获 更 杂交 类 
似 。 还 可 以 用 入 叭 菌 体 ， 如 agtll, 其 cDNA EF lac 
启动 子 之 下 ， 克 隆基 因 的 转录 和 翻译 都 可 以 进行 。 阳 
性 克隆 的 鉴定 还 可 利用 抗体 直接 筛选 克 降 基因 的 蛋白 
质 产 物 ， 在 本 章 的 后 面 将 详细 讨论 这 个 方法 。 也 可 以 


用 容 核 具 酸 深 针 与 重组 吗 菌 体 DNA 杂交 。 
cDNA 末端 快速 扩 增 


实验 中 常常 得 到 一 些 非 全 长 的 cDNA， 可 能 是 
反 转 录 酶 因 某 种 原因 未 能 将 cDNA 扩 增 至 未 端 。 通 
过 cDNA 末端 快速 扩 增 法 〈rapid amplification of 
cDNA end, RACE) 可 将 缺失 的 cDNA 补 齐 。 图 
4.14 Æ 5'-RACE 技术 的 原理 ， 用 于 扩 增 cDNA 的 
5' 端 (这 是 常见 的 问题 )， 与 之 相似 的 3-RACE 技 
术 用 于 填补 缺失 的 CDNA 3' 端 。 
mRNA 

5 TT ERTS 8,3" 
x 5 

不 完整 CDNA 


(和) | 反 转 录 酶 延伸 
不 完整 的 cDNA 


o | 末端 转移 栈 (dCTP) 
RNase H 


3 CCCCCCC a 5 


DNAR A 
Oligo(dT) 引 物 


OO > 
5 GGGGGGG SaaS EN > 
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(d) | 以 所 示 引 物 做 PCR 


5 
3CCCCCCC Ae 5° 


5'GGGGGGG i 


3 7 


四 [Pon 
3CCCCCCC TTT 5 (15. 3 
5'GGGGGGG EE een 拷贝) 
图 4.14 RACE 程序 填充 cDNA 的 5 端 。(a) 将 
不 完整 CDNA RFE A MR BLAS mRNA 杂交 ， 
用 反 转 录 酶 将 cDNA 延伸 到 mRNA 的 5' 端 。 
(b) 用 末端 转移 酶 和 dCTP 将 C 添加 到 延长 的 
cDNA 的 3' 端 再 用 RNaseH 降解 mRNA, 
(©) 用 oligo (dG) 引物 和 DNA RAN 1 合成 
cDNA 第 二 链 。(d) 和 (e) 以 oligo (dG) 为 正 
向 引物 ， 与 CDNA 的 3 IZZA BEBE AR I A] 
引物 进行 PCR。 产 物 就 是 延伸 到 mRNA 5 端的 
cDNA。 可 用 类 似 的 程序 (3'-RACE) 朝 3' 方 向 
延伸 cDNA， 此 时 无 须 用 末端 转移 酶 给 CDNA 的 
3 端 加 尾 ， 因 为 mRNA 已 经 有 poly (A) T, 
此 反 向 引物 应 该 是 oligo (AT). 


进行 5-RACE 实验 时 ， 先 制备 含有 目标 序列 的 
RNA 和 5 端 缺失 的 cDNA。 不 完整 的 cDNA 链 与 
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mRNA 退火 后 ， 用 反 转 录 酶 复制 MRNA 的 其 余部 
分 。 然 后 用 末端 转移 酶 和 dCTP 给 完整 的 cDNA 加 
上 oligo (dC) 尾 。 接 下 来 ， 用 oligo (dG) 引发 第 
二 链 的 合成 ， 该 步骤 产生 一 个 双 链 cDNA。 此 双 链 
cDNA 即 可 用 于 PCR 扩 增 ， 其 引物 是 oligo (dG) 
和 3 端 特异 性 穿 核 背 酸 。 


小 结 HE CDNA 文库 时 ， 可 分 先后 合成 
cDNA 的 两 条 链 ， 以 某 个 细胞 的 mRNA 为 模板 合 
成 第 一 链 ， 然 后 用 第 一 链 为 模板 合成 第 二 链 。 反 
转录 酶 合成 第 一 链 ， 大 肠 杆菌 DNA RA BLA 
成 第 三 链 。 可 以 给 双 链 cDNA HE SRE EE RE LA 
便 与 克隆 载体 上 的 尾部 碱 基 互补 配对 ， 然 后 用 这 
些 重组 DNA 转化 细菌 。 目 的 克隆 可 通过 放射 性 
标记 的 DNA 探 针 杂交 菌落 进行 鉴定 或 者 若 使 
用 表达 载体 〈 如 Xgtl1 则 以 抗体 为 探 针 )。 不 完整 
的 cDNA 可 用 5“RACE 或 3“RACE 的 方法 得 到 


全 长 。 


4.2 聚合 酶 链 式 反应 


现在 我 们 已 经 知道 如 何 克 隆 由 限制 酶 或 机 械 切 
荐 所 产生 的 DNA 片段 ， 也 学 习 了 cDNA 克隆 的 经 
典 技术 , 但 一 种 较 新 的 、 称 为 聚合 酶 链 式 反应 
(polymerase chain reaction, PCR) 的 技术 也 可 产生 
用 于 克隆 的 DNA 片段 ， 尤 其 适用 于 cDNA 克隆 。 
标准 PCR 

PCR 技术 是 由 Kary Mullis 及 同事 在 20 世纪 80 
年 代 发 明 的 。 如 图 4. 15 所 示 ， 该 技术 使 用 DNA R 
合 酶 合成 选 定 DNA 区 域 的 拷贝 。 他 们 选择 扩 增 
DNA 的 X 片 段 ,通过 加 入 很 短 的 DNA 为 引物 与 X 
两 端的 DNA 序列 杂交 而 引发 X 区 域 的 DNA 合成 。 
X 两 条 链 的 找 贝 及 最 初 的 DNA 链 又 可 作为 下 一 轮 
反应 的 模板 。 通 过 这 种 方式 ， 所 选 DNA 片段 的 数 
量 每 经 过 一 轮 都 成 倍 递增 ， 达 到 初始 量 的 百 万 倍 ， 
直至 足够 用 于 电泳 检测 。 

在 图 4. 15 的 例子 中 ，X 的 长 度 是 250bp。 注 意 ， 
第 一 个 循环 的 产物 比 X 要 长 ， 因 为 其 合成 一 直 进行 
到 模板 DNA 的 末端 。 只 有 3 个 循环 之 后 250bp 的 产 
物 才 占 多 数 。 两 个 循环 之 后 只 有 2 条 单 链 的 250bp 
产物 ， 标 识 在 图 的 底部 ， 一 条 蓝 色 线 一 条 红色 线 。 

起 初 ， 由 于 标准 DNA RAMA i (超过 
90°C) 而 每 一 轮 复 制 之 前 都 需要 高 温 打 开 DNA 双 
链 ， 工 作 人 员 必 须 在 每 次 循环 后 加 入 新 鲜 DNA R 
合 酶 。 现 在 有 了 专门 的 热 稳定 性 DNA RAM, JE 
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中 一 种 叫 Tag RAB (Taq polymerase), KWF 
喷泉 中 的 哮 热 杆菌 《Thermus aguaricus)。 实 验 时 只 
需 将 Taq 聚合 酶 与 引物 和 DNA 模板 在 试管 中 混合 
密封 试管 ， 然 后 放 人 热 循 环 仪 〈thermal cycler) 中 
即 可 。 热 循环 仪 被 设 定 在 3 个 不 同 温度 反复 循环 : 
首先 是 高 温 ( 约 95°C) 使 DNA 解 链 ， 然 后 是 相对 
较 低 的 温度 (H 50C) 使 引物 与 模板 DNA 退火 ， 
最 后 是 中 等 温度 ( 约 72C) 使 DNA 合成 。 每 个 循 
环 只 需 几 分 钟 ， 通 常 不 到 20 个 循环 就 可 产生 大 量 所 
需 扩 增 的 DNA。PCR 是 如 此 强 有 力 的 扩 增 体系 ， 甚 
至 还 帮助 创作 了 多 个 科幻 小 说 故事 ， 如 《 侏 罗 纪 公 
FA) (Jurassic Park) 〈 见 知识 窗 4. 1) 。 

ANB PCR 用 于 扩 增 两 个 预 设 位 点 之 间 的 
DNA 片 段 ， 与 这 两 个 位 点 互补 的 赛 核 苷 酸 可 作 
为 两 位 点 间 DNA 拷贝 合成 的 引物 。 每 一 轮 PCR 
都 使 被 扩 增 DNA 的 拷贝 数 加 倍 ， 直 到 合成 大 量 
的 片段 。 

cDNA 克隆 中 反 转 录 PCR 
(RT-PCR) 的 应 用 

如 果 想 克隆 一 段 已 知 mRNA 序列 的 CDNA, 可 
使 用 反 转 录 PCR 方法 (reverse transcriptase PCR, 
RT-PCR)， 如 图 4.16 所 示 。RT-PCR 与 PCR 技术 
的 主要 区 别 在 于 它 从 mRNA 而 不 是 双 链 DNA 开始 。 
因此 ， 需 先 将 mRNA 反 转 录 成 DNA。 这 一 步 由 反 
转录 酶 和 反 向 引物 完成 ,将 mRNA 反 转 录 成 单 链 
DNA， 然 后 用 正 向 引物 将 单 链 DNA 转换 成 双 链 的 ， 
然后 用 常规 PCR 技术 扩 增 cDNA 用 于 以 后 的 克隆 。 
扩 增 cDNA 时 ， 可 设计 引物 含有 限制 性 位 点 以 便 在 
cDNA 未 端 添 加 限制 酶 酶 切 位 点 。 本 例 中 ， 其 中 一 
个 引物 带 有 Bam HIl 位 点 ， 另 一 个 带 有 Hind ING 
《在 未 端 添 加 几 个 保护 性 核 苷 酸 可 使 限制 酶 有 效 地 切 
割 )。 因 此 PCR 产物 是 两 个 未 端 都 带 有 限制 酶 切 位 
点 的 cDNA。 用 这 两 个 限制 酶 切割 PCR 产物 产生 黏 
性 未 端 与 所 选 载体 连接 。 如 果 设 计 两 个 不 同 的 黏 性 
末端 就 可 进行 定向 克隆 ，cDNA 在 载体 上 只 能 是 两 
种 可 能 方向 中 的 一 个 。 这 对 于 将 CDNA 克隆 到 表达 
载体 非常 有 用 ,因为 cDNA 必须 与 驱动 其 转录 的 启 
动 子 方向 一 致 。 有 必要 提醒 ，cDNA 本 身 不 能 包含 
其 末端 所 添加 的 限制 酶 酶 切 位 点 。 否 则 ， 限 制 酶 在 
cDNA 内 部 和 末端 都 进行 切割 ， FATA. 

DG RT-PCR 可 用 于 以 
合成 DNA, HIET AI mRNA 


Q 


} 循环 1 的 产物 


循环 2 的 产物 


图 4.15 通过 聚合 酶 链 式 反应 扩 增 
DNA。 循 环 1; 以 DNA 双 链 开始 ， 
加 热 使 两 条 链 分 开 。 然 后 添加 与 待 扩 
增 区 域 (X，250bp》 两 侧 互补 的 单 链 
DNA 引物 。 引 物 分 别 与 单 链 DNA 的 
适当 位 点 杂交 ， 这 时 热 稳定 的 DNA 
聚合 酶 用 这 些 引物 合成 互补 的 DNA 
链 。 箭头 代表 新 合成 的 DNA， 复 制 
在 第 头 尖 处 停止 。 循 环 1 结束 时 呈现 
2 个 双 链 DNA， 包 括 要 扩 增 的 区 域 ， 
而 开始 时 只 有 一 个 双 链 DNA。 循 环 1 
显示 所 有 DNA 链 和 引物 都 是 5' 一 3' 
方向 。 同样 原理 也 适用 循环 2。 循环 
2: 重复 这 个 过 程 ， 加 热 分 离 DNA 双 
链 , 降温 与 引物 退火 使 热 稳定 的 
DNA 聚合 酶 合成 更 多 的 DNA, ME 
4 条 单 链 DNA (包括 2 条 新 合成 的 ) 
都 可 作为 模板 合成 互补 链 。 结 果 得 到 
的 4 个 双 链 DNA 都 含有 扩 增 区 城 。 
注意 ; 每 轮 循环 能 使 DNA 分 子 数量 
加 们 ， 因 为 每 次 循环 产生 的 双 链 
DNA 加 入 两 条 母 链 又 作为 下 一 轮 复 
制 的 模板 。 这 种 指数 式 增长 在 下 一 个 
循环 产生 8 个 分 子 ， 再 下 轮 可 产生 16 
个 。 这 个 过 程 显 然 在 很 短 时 间 内 就 可 
产生 很 大 的 数量 。 


知识 窗 4.1 
RIRAN: 不 只 是 幻想 ? ; 

在 Michael Crichton 的 《 侏 罗 纪 公园 》 一 书 及 同名 电影 中 ， 描述 了 一 位 科学 家 和 一 位 企业 家 合作 制造 
出 活 丽 龙 的 神奇 故事 。 他 们 的 策略 是 分 离 恶 龙 DNA， 但 不 是 直接 从 恶 龙 残 或 中 分 离 。 他 们 发 现 伯 罗 纪 时 
期 的 吸血 昆虫 吸 了 恶 龙 血 之 后 又 被 树 的 分 沁 液 包 埋 变 成 防 珀 ， 从 而 保存 了 这 些 昆 谱 。 FEMA» BER to. 
液 中 含有 DNA 的 白细胞 ， 昆 虫 肠 道 的 内 含 物 中 就 应 该 含有 被 吸 过 血 的 恐龙 DNA。 下 一 步 是 用 PCR 扩 增 
恶 龙 DNA， 将 得 到 的 DNA 片段 连 接 在 一 起 ， 然 后 将 这 些 DNA EFE p, WT! PB AMI 
出 来 了 。 

这 个 设想 听 起 来 很 神奇 但 实际 上 某 些 现实 问题 使 这 种 设想 还 完全 停留 在 科幻 领域 。 令 人 这 异 的 是 
这 个 故事 中 的 业 些 部 分 已 经 出 现在 了 科学 文献 中 。1993 年 6 月 ，《 侏 罗 纪 公园 》 在 电影 院 上 映 的 同一 个 
月 ,《 自 然 》 杂 志 的 一 篇 文章 介绍 了 对 一 种 灭 灵 象 算 生 基因 进行 PCR FM HOD mA ER, 这 种 
昆虫 在 歼 巴 壤 的 防 珀 已 经 包 埋 了 1.210~1. 35 亿 年 。 这 一 研究 把 我 们 带 回 了 白 要 纪 ， 虽然 没有 位 罗 纪 屠 
么 远古 ， 但 白 要 纪 也 是 恶 龙 的 世界 。 如 果 这 种 研究 可 行 ， 也 许 真能 找到 肠 道 中 含有 恶 龙 DNA 的 保存 下 
来 的 吸血 昆虫 呢 ， 进 一 步 说 ,得 到 的 DNA 有 可 能 仍然 足够 完整 ， 可 作为 PCR 扩 增 的 模板 。 BI, PCR 
技术 有 能 力 将 单一 DNA 分 子 扩 增 到 我 们 所 期 望 的 任何 程度 。 

那么 制造 恶 龙 的 道路 上 还 有 什么 障碍 呢 ? 先 不 考虑 用 裸 DNA 制造 状 椎 动物 这 一 未 知 领域 ， 我 们 首 
先 得 考虑 PCR 技术 自身 的 限制 ， 其 中 之 一 是 PCR 扩 增 DNA 片段 的 大 小 是 有 限 的 ， 至 多 40kb， 这 样 的 
长 度 只 是 整个 恐龙 基因 组 的 成 千 上 万 分 之 一 ， 这 就 意味 着 我 们 得 将 至 少 成 千 上 万 的 PCR 片段 一 段 一 段 地 


| 连接 起 来 重建 整个 基因 组 ， 而 完成 这 一 任务 的 前 提 是 我 们 要 对 恶 龙 DNA 的 序列 有 足 冕 的 认识 ， 才 能 在 


开始 时 为 所 有 这 些 片 段 设 计 PCR 引物 。 

但 是 如 果 我 们 能 设法 让 PCR 扩 增 片段 远 不 止 40 000bp 会 怎么 样 ? 如 果 PCR 可 以 扩 增 整 不 染色 体 ， 
即 一 次 扩 增 高 达 几 亿 个 碱 基 对 呢 ? 即便 如 此 ， 我 们 还 会 面临 DNA 是 一 种 遗传 上 不 稳定 的 分 子 这 一 事实 ， 
就 算是 在 玻 珀 里 的 昆虫 体内 也 不 能 指望 全 长 染色 体能 保存 几 百 万 年 。PCR 之 所 以 能 扩 增 相对 较 短 的 片 失 
是 因为 引物 只 需要 找到 一 个 在 这 一 短 长 度 上 完整 的 分 子 就 可 以 了 ,而 要 找到 一 个 完整 无 断 弄 的 染色 体 ， 
哪怕 是 一 段 无 断裂 的 百 万 碳 基 DNA 片段 ， 都 是 不 可 能 的 。 

这 些 因素 给 少数 已 公布 的 用 PCR 扩 增 远古 时 代 DNA 的 例子 增添 了 相当 的 不 确定 性 很 多 科学 家 认 
为 像 DNA 这 种 容易 断裂 的 分 子 能 够 保存 数 百 万 年 根本 不 可 信 。 他 们 认为 恶 龙 DNA 很 久 以 前 就 分 解 为 炉 


| HAT» 根本 不 能 用 作 PCR 扩 增 的 模板 。 实 际 上 ， 所 有 超过 10 万 年 的 远古 DNA 都 是 一 样 ， 包 括 原来 认 
| 为 可 能 是 例外 的 保存 在 斑 珀 中 的 DNA, 


另外 ，PCR 仪 确实 扩 增 了 远古 昆虫 样品 的 某 种 DNA。 如 果 这 不 是 远古 昆虫 的 DNA， 又 是 什么 呢 ? 


| 这 涉及 到 PCR 方法 的 第 二 个 限制 ， 也 是 其 最 大 优点 ; CHARLE. EWANI, PCR 能 扩 增 单一 


DNA 分 子 ， 如 果 这 是 我 们 想 要 扩 增 的 DNA 就 再 好 不 过 了 。 然 而 ， 如 果 样品 中 只 要 合 有 一 -个 分 子 的 混杂 
DNA, PCR 就 能 对 其 扩 增 而 产生 污染 。 

HETH, HAERERE k DNA HAERETANGA ERA k DNA 的 所 有 PCR 扩 增 和 测序 ， 
然后 再 利用 现代 昆虫 DNA 来 与 白 至 纪 象 算出 DNA 进行 比较 。 RA TS RAI HR 
时 因 以 前 实验 留 下 的 现代 是 各 DNA 的 污染 。 但 是 DNA 无 处 不 在 ， REA ERE RMT RR 起 消除 
每 一 个 遗留 的 DNA 分 子 是 极 困 难 的 。 nik 

此 外 ， 在 昆 由 肠 道内 的 恶 龙 DNA 会 被 该 昆 呈 的 DNA 严重 污染 ， ERMA Aik nih DNA T. 
HARKER ALT HM OL RAT HREM SR? PREAT AAGAM, PCR 
ik A BAM DNA 一 起 扩 增 ， 我 们 也 根本 无 法 将 这 两 种 DNA 分 开 。 

摘自 话说 ,就 如 想象 的 能 看 到 一 个 活生生 丽 龙 那么 让 人 兴奋 一 样 ， 我 们 已 经 拥有 了 创 
罗 纪 公园 的 工具 。 但 是 ， 现 实 问题 使 这 一 理想 几乎 不 可 能 。 

在 更 为 现实 的 水 平 上 看 ，PCR 技术 已 经 使 我 们 可 以 对 灭绝 生物 与 其 现存 近 素 的 基因 序列 进行 比 
由 此 俊生 了 一 个 令 人 振奋 的 新 领域 ， 植 物 学 家 Michael Clegg 称 之 为 “分 于 古生物 学 ”。 
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图 4.16 利用 RT-PCR 克隆 单 链 cDNA, (a) 5! 
端 带 有 HindIII 位 点 的 反 向 引物 在 反 转 录 酶 催化 
FAR cDNA 第 一 链 。 (b) 将 DNA-RNA 杂交 
链 变 性 后 与 5' 端 带 有 BamHI 位 点 的 正 向 引物 退 
Ka (c) 在 DNA 聚合 酶 I 催 化 下 ， 正 向 引物 起 
始 cDNA 第 二 链 合成 。 (d) 用 相同 的 引物 继续 
PCR 扩 增 双 链 cDNA., (Ce) 用 BamHI 和 HindIII 
酶 切 CDNA 产生 黏 性 末端 。(f) 把 cDNA 连接 到 
适当 载体 的 BamHI 和 Hind 位 点 上 。 最 后 用 
重组 CDNA 转化 细胞 获得 克隆 。 


实时 定量 PCR 


实时 定量 PCR (real-time PCR) 是 一 种 在 DNA 
扩 增 时 《〈 即 实时 ) 对 其 定量 的 方法 。 图 4. 17 是 实时 
定量 PCR 的 原理 。 两 个 DNA 链 分 离 后， 不 仅 与 两 
端的 引物 还 与 报告 探 针 (report probe) 一 起 退火 。 
报告 探 针 是 荧光 标记 的 、 与 DNA 链 的 一 部 分 互补 
HERRER. HS 端 有 荧光 标签 (F)，3 端 有 荧光 
RKE (A. 


© em 


图 4.17 实时 定量 PCR。(a) 正 向 和 反 向 引物 与 
两 条 分 开 的 DNA 链 退 火 ， 报 告 探 针 与 顶 链 退 火 。 
报告 探 针 的 5 端 有 一 个 荧光 标签 (F)，3 端 有 一 
个 其 灭 标签 (Q. (b) DNA 聚合 酶 已 将 引物 延 
长 〈 箭 头 表示 )， 同 时 为 给 复制 顶 链 开路 还 降解 
了 部 分 报告 探 针 ， 使 荧光 标签 与 狂 灭 标签 分 离 而 
发 出 其 正常 荧光 。 复 制 的 DNA 链 越 多 ， 观 察 到 
的 荧光 也 越 多 。 


在 PCR 延伸 这 一 步 ，DNA 聚合 酶 延伸 正 向 引 
物 ， 过 到 报告 探 针 后 开始 对 其 降解 ， 以 便 在 这 段 区 
域 合成 新 的 DNA。 随 着 报告 探 针 的 降解 ， 荧 光 探 针 
与 狼 灭 探 针 分 离 ， 荧 光 强 度 迅速 增加 。 整 个 过 程 在 
荧光 仪 中 进行 ， 可 以 检测 标签 的 荧光 强度 ， 以 此 作 
为 对 PCR 反应 过 程 的 度量 。 有 足够 的 报告 探 针 与 新 
合成 的 DNA 链 退 火 ， 因 此 荧光 强度 随 着 每 一 轮 扩 
增 而 增加 。 

遗憾 的 是 “reahtime” 和 “reverse trans- 
criptase” 都 简写 为 “RT”， 因 此 在 文献 中 看 到 
“RT-PCR” 时 需要 看 上 下 文摘 清楚 是 哪 一 种 PCR, 
也 可 以 做 实时 反 转 录 PCR， 从 RNA 而 不 是 双 链 
DNA 开始 ， 这 种 方法 可 以 简写 为 “实时 反 转 录 
PCR” (real-time RT-PCR). 

小 结 ”实时 定量 PCR 通过 检测 与 正 向 引物 
互补 链 杂 交 的 报告 探 针 的 降解 而 跟踪 PCR 过 程 。 
探 针 降解 时 荧光 标签 与 狸 灭 标签 分 离 ， 荧 光 强 度 
增加 ， 其 强度 可 在 荧光 仪 中 实时 检测 。 


4.3 ”表达 克隆 基因 的 方法 


为 什么 要 克隆 基因 ? 本 章 开始 讲 到 ， 因 为 基因 
克隆 可 以 使 我 们 获得 大 量 特定 DNA 序列 以 便 进行 
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详细 研究 。 因 此 ， 基 因 本 身 就 是 基因 克隆 的 有 价值 
产物 。 基 因 克 隆 的 另 一 个 目的 是 生产 大 量 的 基因 产 
物 ， 既 可 用 于 研究 ， 也 可 创造 利润 。 

如 果 目 的 是 利用 细菌 生产 所 克隆 真 核 基因 尤其 
是 高 等 真 核 生物 基因 的 蛋白 质 产物 ， 利 用 cDNA 可 
能 比 直接 从 基因 组 中 切 出 的 基因 效果 要 好 。 这 是 因 
为 大 多 数 高 等 真 核 生物 的 基因 都 含有 叫做 内 含 子 
(第 14 章 ) 的 间隔 ， 而 细菌 对 此 无 法 处 理 。 真 核 细 
胞 通常 能 转录 这 些 间隔 形成 前 体 mRNA， 然 后 把 它 
们 剪 掉 ， 并 把 剩余 的 部 分 〈 即 外 显 子 ) 拼接 起 来 形 
成 成 熟 mRNA。 因 此 作为 mRNA 拷贝 的 cDNA 已 
经 剔除 了 内 含 子 ， 可 以 在 细菌 细胞 中 正确 表达 。 
表达 载体 

到 现在 为 止 ， 我 们 所 讨论 的 载体 主要 用 于 克隆 
的 第 一 阶段 ， 先 将 外 源 DNA 导入 细菌 并 使 其 复制 。 
大 多 数 情况 下 ,这 一 过 程 很 有 效 ， 克隆 载 体 在 
E.coli 中 稳定 生长 并 产生 大 量 的 重组 DNA。 有 些 克 
隆 载体 还 可 作为 表达 载体 expression vector) 生产 
克隆 基因 的 蛋白 质 产物 。 例 如 ，pUC 和 pBS 载体 将 
插入 的 DNA 置 于 多 克隆 位 点 上 游 的 Lac 启动 子 控制 
之 下 。 如 果 插 入 的 DNA 恰好 与 其 打 断 的 lacZ’ EAL 
在 同一 个 可 读 框 内 ,那么 将 产生 一 个 融合 蛋 自 fu- 
sion protein)。 其 氨基 端 是 B 半 乳糖 背 酶 的 部 分 蛋白 
质 序列 ， 送 基 端 则 是 插入 DNA 所 编码 的 蛋白 质 序 
列 (图 4.18)。 

如 果 对 所 克隆 基因 的 高 效 表 达 有 兴趣 ， 则 专用 
表达 载体 的 效果 通常 会 更 好 。 典 型 的 细菌 表达 载体 
含有 基因 有 效 表达 所 必需 的 两 个 元 件 : 一 个 强 启动 
子 和 一 个 靠近 起 始 密码 子 ATG 的 核糖 体 结合 位 点 。 

可 诱导 型 表达 载体 ”表达 载体 的 主要 功能 是 产 
生 基 因 产 物 ， 产 物 越 多 越 好 。 因 此 ， 表 达 载 体 通常 
都 配 以 很 强 的 启动 子 ， 其 理论 基础 是 产生 的 mRNA 
越 多 ， 其 蛋白 质 产物 也 越 多 。 

使 克隆 的 基因 保持 抑制 状态 ， 当 需要 的 时 候 再 
表达 会 很 有 益处 。 原 因 之 一 是 在 细菌 中 产生 大 量 真 
核 蛋 白 会 有 毒害 作用 。 即 使 这 些 蛋白 质 并 不 是 真正 
有 毒 的 ， 但 是 积累 到 巨大 量 就 会 干扰 细菌 的 生长 。 
不 管 何 种 情况 ， 如 果 所 克隆 的 基因 持续 处 于 开启 状 
态 ， 那 么 含有 该 基因 的 细菌 不 会 长 到 足够 浓度 来 生 
产 有 实际 意义 的 蛋白 质 产量 。 在 细菌 中 过 高 表达 出 
现 的 另 一 问题 是 表达 的 蛋白 质 会 形成 叫做 包含 体 
(inclusion body) 的 不 溶性 聚合 体 。 因 此 ， 将 所 克隆 
的 基因 置 于 可 诱导 启动 子 的 下 游 有 助 于 使 其 处 于 关 
闭 状态 。 

lac 启动 子 在 一 定 程度 上 是 可 诱导 的 ， 期 望 在 被 
人 工 诱导 物 IPTG 激活 前 是 关闭 的 。 但 lac 阻 过 物 的 
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图 4.18 通过 pUC 质粒 克隆 获得 融合 蛋白 。 
将 外 源 DNA 插入 MCS, JA lac 启动 子 (P) 
处 开始 的 转录 产生 了 杂 合 的 mRNA: 从 几 个 
LacZ 密码 子 开始 ， 变 到 插入 序列 ， 然 后 又 回 
到 LacZ'。 这 个 mRNA 被 转录 成 融合 蛋白 ， 
开始 (氨基 端 ) 是 几 个 旨 半 乳糖 苷 酶 的 氨基 
酸 ， 接 着 是 插 人 的 氨基 酸 序列 组 成 了 融合 蛋 
白 。 因 为 插入 序列 含有 翻译 终止 密码 子 ， 所 
以 其 余 的 LacZ 密码 子 不 翻译 。 


抑制 作用 不 完全 (有 漏 终 )， 在 无 诱导 物 条 件 下 也 能 
检测 到 克隆 基因 的 表达 产物 。 一 种 解决 办 法 是 在 自 
身 携带 acI (HGR) 基因 的 质粒 或 噬 菌 粒 中 表达 
基因 ,如 pBS (图 4. 11) 。 载 体 产生 的 阻 巡 物 使 所 克 
隆 的 基因 被 关闭 直到 被 IPTG 诱导 (关于 lac 启动 子 
见 第 7 章 )。 

但 是 lac 启动 子 并 不 是 太 强 ， 因 此 许多 载体 都 
设计 带 有 一 个 杂 合 的 tre BAF (tre promoter), BK 
启动 子 结合 了 trp〔 色 氨 酸 操纵 子 ) 启动 子 的 强 启动 
能 力 和 lac 启动 子 的 可 诱导 性 。 由 于 一 35 框 的 存在 ， 


trp BOF tt lac 启动 子 强 得 多 (第 6 章 )。 于 是 ， 
分 子 生物 学 家 将 trp 启动 子 的 一 35 ES lac 启动 子 
的 一 10 框 结合 起 来 ， 同 时 加 上 lac 操纵 基因 〈 第 7 
章 )。trp 启 动 子 的 一 35 框 使 杂 合 启动 子 很 强 ，lac 
操纵 基因 使 其 可 被 IPTG 诱导 。 

阿拉 伯 糖 操纵 子 (ara) 的 启动 子 Pap， 可 对 
转录 精确 调控 。 该 启动 子 受 阿拉 伯 糖 诱导 (第 7 
章 )， 因 此 没有 阿拉 伯 糖 时 不 发 生 转 录 ， 当 添加 到 培 
养 基 中 的 阿拉 伯 糖 越 来 越 多 时 ， 转 录 就 会 越 来 越 强 。 
图 4. 19 以 实验 说 明了 这 个 现象 。 把 绿色 荧光 蛋白 基 
因 克 隆 到 一 个 Pow 载体 中 ， 其 表达 随 着 阿拉 伯 糖 浓 
度 的 升 高 而 被 诱导 。 缺 乏 阿拉 伯 糖 时 ， 无 绿色 荧光 
看 白 出 现 ， 阿 拉 伯 糖 浓度 从 0.0004% 开 始 ， 蛋 白质 
产量 逐步 升 高 。 
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图 4.19 Puo 载体 的 使 用 。 将 绿色 荧光 蛋白 
(GFP) 基因 克隆 到 载体 的 Pw 启动 子 下 游 。 启动 
子 活 性 通过 增加 阿拉 伯 糖 的 浓度 而 被 诱导 。 对 不 
同 浓度 〈 图 上 方 所 示 ) 阿拉伯 糖 诱导 细胞 的 提取 
物 做 电泳 ， 监 测 GFP 产物 。 然 后 将 蛋白 质 产物 印 
迹 到 膜 上 ， 用 抗 -GFP 抗体 检测 GFP〈 免 疫 印迹 ， 
第 5 章 )。(Source: Copyright 2003 Invitrogen Corpo- 
ration, All Rights Reserved, Used with permission. ) 
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菌 体 启动 子 PL。 带 有 该 启动 子 -操纵 基因 系统 的 表 
达 载体 被 克隆 到 含有 温度 敏感 型 和 阻 过 物 基因 
(c1857) 的 宿主 细胞 中 。 只 要 这 些 细胞 保持 在 相对 
较 低 的 温度 下 〈32\C)， 阻 过 物 就 发 挥 功能 ， 基 因 不 
表达 。 当 温度 升 至 非 允 许 水 平 〈42C) 时， 温度 敏 
感 型 阻 过 物 不 再 起 作用 ， 对 克隆 的 基因 抑制 被 解除 。 

为 确保 目的 基因 受到 严谨 调控 和 高 诱导 表达 ， 
常用 的 方法 是 将 其 置 于 含 T7 叭 菌 体 启动 子 的 质粒 
中 。 然 后 将 质粒 导入 含有 对 T? RNA 聚合 酶 基因 严 
谨 调 控 的 细胞 中 。 例 如 ，T7 RNA 聚合 酶 基因 在 细 
胞 中 受 修饰 过 的 lac 启动 子 调控 ， 而 该 细胞 也 携带 
lac 阻 过 物 基 因 。 因 此 ， 除 非 存在 lac 诱导 物 ， 否 则 
T7 RNA 聚合 酶 基因 会 受到 强烈 抑制 。 如 果 没 有 T7 
RNA 聚合 酶 ， 目 的 基因 就 不 能 转录 ， 因 为 T7 启动 
子 绝对 需要 它 自 己 的 聚合 酶 。 一 旦 加 入 lac 诱导 物 ， 
细胞 就 开始 合成 T7 聚合 酶 ， 目 的 基因 开始 转录 。 


由 于 产生 了 大 量 T 认 合 酶 ， 目 的 基因 会 被 高 水 平 
地 转录 ， 产 生出 大 量 的 蛋白 质 产物 。 

小 结 ”设计 表达 载体 用 于 产生 所 克隆 基因 的 
蛋白 质 产物 ， 一 般 是 尽 可 能 地 最 大 量 表达 。 为 
it, Peo ea A 
菌 核糖 体 结合 位 点 ， 该 位 点 在 所 克隆 的 真 核 基因 
中 是 缺失 的 。 大 多 数 克隆 载体 〈 译 者 注 : 应 为 表 
达 载 体 》 都 是 可 诱导 的 ， 由 此 可 避免 因 外 源 产物 
提前 过 量 表 达 而 对 细菌 宿 主 细 胞 产生 的 毒害 作用 。 

产生 融合 蛋白 的 表达 载体 ”大 多 数 表达 载体 都 
是 产生 融合 蛋白 。 乍 一 看 这 似乎 不 利 ， 因 为 没有 产 
生 导 入 基因 的 天 然 产 物 。 然 而 ,融合 蛋白 上 的 额外 
氨基 酸 在 纯化 蛋白 质 产物 方面 是 非常 有 用 的 。 

我 们 来 看 一 下 商品 名 为 pTrcHis H HE M 
表达 载体 (图 4. 20)。 这 种 载体 的 多 克隆 位 点 上 游 
有 一 个 短 序列 ， 编 码 6 个 串联 的 组 氨 酸 ， 在 这 种 载 
体 上 所 表达 的 蛋白 质 都 是 带 有 6 个 组 氨 酸 的 融合 蛋 
白 。 为 什么 要 把 6 个 组 氨 酸 加 到 蛋白 质 上 呢 ? 这 是 
FRR TR NE) 等 二 价 金属 离子 具 
有 很 高 的 亲 和 性 ， 因 此 带 有 这 段 区 域 的 蛋白 质 可 以 
利用 镍 亲 和 柱 层 析 法 (affinity chromatography) 进 
行 纯化 。 该 方法 的 独到 之 处 在 于 其 简便 和 快速 。 当 
细菌 产生 融合 蛋白 后 ， 只 需 裂解 菌 体 ， 把 细菌 粗 提 
液 加 到 镍 亲 和 柱 上 ， 洗 脱 未 结合 到 柱 上 的 蛋白 质 ， 
然后 用 组 氨 酸 或 组 氨 酸 类 似 物 咪唑 释 放 融 合 蛋 白 即 
可 。 该 方法 仅 需 一 步 就 可 获得 很 纯 的 融合 蛋白 。 天 
然 蛋白 鲜 有 宅 聚 组 氨 酸 区 ， 因 而 结合 到 柱子 上 的 基 
本 上 只 有 了 融合 蛋白 。 

如 果 这 个 窒 聚 组 氨 酸 标签 干扰 蛋白 质 的 活性 怎 
么 办 ? 载体 的 设计 者 很 周到 地 提供 了 去 除 标签 的 方 
法 。 在 多 克隆 位 点 前 有 一 段 肠 激酶 〈 一 种 蛋白 聊 ， 
不 是 真正 的 激酶 ) 所 识别 的 氨基 酸 编码 区 。 肠 激酶 
可 以 将 融合 蛋白 切 成 寡 聚 组 氨 酸 标签 和 目的 蛋白 两 
部 分 。 由 于 肠 激酶 所 识别 的 位 点 非常 稀有 ， 存 在 于 
任意 给 定 蛋 白质 中 的 概率 可 忽略 。 因 此 ， 切 开 窒 聚 
组 氨 酸 标签 时 目的 蛋白 部 分 不 会 被 酶 切 。 肠 激酶 切 
开 的 蛋白 质 可 青 次 通过 镍 柱 将 寡 聚 组 氨 酸 片段 与 目 
的 蛋白 质 分 离开 。 

入 噬菌体 也 可 作为 表达 载体 的 基础 ， 为 此 而 专 
门 设计 的 载体 有 Xgtll。 该 载体 〈 图 4. 21) 带 有 lac 
调控 区 ， 后 接 lacZ 基因 。 多 克隆 位 点 位 于 lacZ 天 
因 内 部 ， 因 此 插入 基因 的 产物 是 带 有 B 半 乳糖 背 酶 
先导 区 的 融合 蛋白 。 

agti 是 构建 和 筛选 ADNA 文库 的 常用 载体 。 
在 前 面 所 讲 的 筛选 实例 中 ， 对 目的 DNA 序列 是 用 
带 标记 的 赛 核 苷 酸 或 多 核 苷 酸 探 针 检测 的 ， 而 gtd 
可 直接 筛选 表达 目的 蛋白 的 克隆 。 实 验 所 需 的 主要 


。 61 。 


(a) 
ay Ko a lcs 


图 4.20 BRARMR RENEM (a) Halse 
WRAL RASA, REE ATG 起 始 密码 子 之 后 
是 编码 连续 6 个 组 氨 酸 的 编码 区 [ 〈His)s]， 随 后 是 
蛋白 溶解 酶 肠 激酶 (EK) 识别 位 点 的 编码 区 ， 最 后 
是 载体 的 多 克隆 位 点 〈MCS)。 通 常 载体 中 MCS 位 
于 3 种 不 同 可 读 框 中 的 一 个 ， 使 用 时 选择 相对 于 寒 聚 
组 氨 酸 使 插 人 基因 具有 正确 可 读 框 的 载体 。(b) 使 用 
载体 。(1) 将 目的 基因 (黄色) HA SRM RRS 
区 (红色) 的 合适 可 读 框 ， 用 重组 载体 转化 细菌 细 
胞 ， 细 胞 产生 融合 蛋白 (黄色 和 红色 ) 及 其 他 细菌 蛋 
E (绿色 ).(2) 裂解 细胞 释放 蛋白 质 混合 物 。(3) 将 
下 白质 混 合 物 加 到 只 结合 融合 蛋白 的 镍 亲 和 层 析 柱 
上 。(4) 用 组 氨 酸 或 其 同系 物 咪 只 从 柱 上 洗 脱 融合 
白 ， 两 者 同 容 聚 组 氨 酸 竞争 与 镍 的 结合 。(5) 用 肠 激 
酶 切 制 融 合 蛋白 。(6) 将 切 过 的 蛋白 质 再 过 一 追 锦 柱 
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图 4.21 在 Xgtll 中 合成 融合 蛋白 。 要 表达 的 基 
内 插入 靠近 lacZ 编码 区 末端 的 EcoRI 位 点 ， 而 
lacZ 编码 区 紧 连 在 转录 终止 子 的 上 游 。 因 此 ， 
lac 基因 在 IPTG 诱导 下 产生 融合 mRNA， 其 中 
包含 大 部 分 的 线 半 乳糖 背 酶 编码 区 和 紧 接 其 下 游 
的 插 人 编码 区 。 这 个 mRNA 在 宿主 细胞 中 翻译 
合成 融合 蛋白 。 


成 分 是 用 Xgt11 构建 的 CDNA 文库 和 目的 蛋白 的 抗 
血清 。 

图 4.22 显示 其 工作 原理 。 将 带 有 各 种 cDNA 插 
人 和子 的 和 噬菌体 涂 平板 培养 ， 每 个 克隆 所 释放 的 蛋 
白质 被 印迹 到 支持 介质 (如 纤维 素 膜 ) 上， 然后 用 
抗 血清 检测 。 与 特定 叫 菌 斑 的 蛋白 质 结合 的 抗体 可 
用 标记 的 葡萄 球菌 Staphylococcus aureus) 蛋白 A 
检测 。 该 蛋白 质 与 抗体 紧密 结合 ， 并 标记 纤维 素 膜 
上 的 相应 斑点 。 通 过 放射 自 显影 或 磷 光 图 像 检测 
《第 5 章 ) 这 个 标记 ， 最 后 将 相应 的 叭 苗 班 从 原始 平 
板 中 挑 出 。 注 意 检测 的 是 融合 蛋白 而 不 是 目的 蛋白 
AS. 而 且 ， 能 否 克隆 出 全 长 cDNA 关系 并 不 大 。 
抗 血清 是 抗体 混合 物 ， 可 与 蛋白 质 的 不 同 部 位 反应 ， 
所 以 ， 即 使 部 分 基因 也 行 ， 只 要 它 同 BOR SLSR TE AS 
的 编码 区 在 相同 的 方向 和 可 读 框 融合 表达 。 

即使 得 到 部 分 cDNA 也 是 有 价值 的 ， 可 以 通过 
RACE 技术 获得 全 长 CDNA. MAHA EAM B 半 乳 
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与 专 一 性 抗体 漫 育 。 
放射 自 显影 | 然后 与 标记 的 丝 白 A 反应 


图 4.22 通过 抗体 筛选 检测 阳性 Mgt11 克隆 。 用 
滤 膜 印迹 培养 咀 中 噬 菌 斑 的 蛋白 质 ， 其 中 一 个 克 
隆 (红色 ) 产生 了 含有 融合 蛋白 的 输 菌 班 ， 陨 合 
蛋白 包含 B 半 乳糖 虞 酶 和 目的 蛋白 的 一 部 分 。 带 
有 蛋白 印迹 的 滤 膜 与 抗 生 的 蛋白 的 抗体 一 起 县 
育 ， 然 后 用 与 大 多 数 抗体 结合 的 葡萄 球菌 蛋白 A 
标记 。 它 只 能 与 斑点 上 阳性 克隆 相对 应 的 抗原 
抗体 复合 物 结合 。 放 置 在 滤 膜 上 的 感光 胶片 的 黑 
点 指示 阳性 克隆 的 位 置 。 


糖苷 酶 标签 有 助 于 融合 蛋白 在 细菌 细胞 中 的 稳定 ， 
还 可 利用 含有 人 半 乳 糖苷 酶 抗体 的 亲 和 层 析 柱 很 容 
易 地 进行 纯化 。 

小 结 ”表达 载体 常常 生产 融合 蛋白 ， 其 中 一 
部 分 来 自 载体 的 编码 序列 ， 另 一 部 分 是 来 自 克隆 
基因 本 身 的 序列 。 许 多 融合 蛋白 都 具有 利用 亲 和 
层 析 简单 分 离 的 巨大 优点 。Xgt11 载体 产生 的 融 
合 蛋 白 可 用 特异 性 抗 血清 在 叭 菌 斑 中 检测 。 

真 核 表 达 系统 ” 真 核 基因 转化 到 原核 细胞 中 并 
没有 真正 “到 家 ”， 即 使 它们 能 在 原核 载体 的 控制 下 
表达 。 原 因 之 一 是 E. coli 细胞 有 时 把 克隆 的 真 核 基 
因 的 蛋白 质 产物 看 作 外 来 者 而 加 以 清除 。 另 一 个 原 
因 是 原核 生物 不 进行 真 核 生物 那样 的 转录 后 修饰 。 
例如 ， 在 真 核 细胞 中 通常 要 被 糖 基 化 的 蛋白 质 在 细 
菌 中 却 表达 成 一 个 裸 蛋白 。 这 会 影响 蛋白 质 的 活性 
或 稳定 性 ， 或 至 少 影响 它 对 抗体 的 反应 原 性 。 更 严 
重 的 问题 是 细菌 细胞 内 环境 不 像 真 核 细胞 那样 有 利 
于 蛋白 质 正确 折 和 登 。 结 果 常 常 是 错误 折 释 的 无 活性 
基因 产物 ， 这 就 意味 着 克隆 基因 在 细菌 中 虽然 能 以 
惊人 的 水 平 表达 ， 但 所 形成 的 产物 却 是 一 些 高 度 难 
溶 的 无 活性 的 包含 体 。 包 含 体 蛋 白 是 没有 用 的 ， 除 
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非 能 重新 折 香 并 恢复 其 活性 。 幸 运 的 是 ， 包 含 体 蛋 
白 的 复 性 经 常 是 可 行 的 。 这 样 的 话 ， 包 含 体 反 而 成 
了 优势 ， 通 过 简单 的 离心 就 能 将 其 与 其 他 几乎 所 有 
蛋白 质 分 离开 。 

为 避免 克隆 基因 与 宿主 之 间 可 能 的 不 相 容 性 ， 
也 可 在 真 核 细胞 中 表达 基因 。 在 这 一 过 程 中 ， 最 初 
的 克隆 一 般 在 E. coli 中 完成 ， 用 的 是 既 能 在 细菌 也 
能 在 真 核 细胞 中 复制 的 穿梭 载体 〈shuttle vector). 
然后 将 重组 DNA 转 入 所 选 的 真 核 细胞 中 。 真 核 细 
胞 酵母 很 适合 这 一 目的 ， 与 细菌 一 样 它 也 有 生长 速 
度 快 、 易 于 培养 的 优点 ， 但 它 又 是 真 核 细 胞 ， 具 有 
KARIERE OP) 等 真 核 细胞 的 特征 。 
此 外 ， 将 克隆 基因 与 编码 酵母 信号 肽 的 序列 连接 ， 
可 使 基因 产物 分 泌 到 培养 基 中 ， 这 对 目的 蛋白 的 纯 
化 有 很 大 的 优势 。 只 需 通 过 离心 简单 地 去 除 酵母 细 
胞 ， 在 培养 基 中 留 下 相对 较 纯 的 分 泌 的 基因 产物 。 

酵母 表达 载体 是 以 正常 存在 于 酵母 细胞 中 的 2p 
质粒 〈2-micron plasmid) 为 基础 构建 的 。 该 质粒 提 
供 任何 载体 在 酵母 中 复制 所 必需 的 复制 起 点 。 细 菌 - 
酵母 穿梭 载体 也 含有 pBR322 的 复制 起 点 ， 能 在 大 
肠 杆 菌 中 复制 。 此 外 ， 酵 母 表达 载体 还 必须 含有 一 
个 强 的 酵母 启动 子 。 

另 一 个 十 分 成 功 的 真 核 载体 来 自 杆 状 病毒 
《baculovirus)， 它 是 一 种 感染 首 荐 环 纹 夜 蛾 幼虫 的 
病毒 。 这 种 病毒 有 一 个 非常 大 的 环形 DNA 基因 组 ， 
长 约 130kb。 主 要 病毒 结构 蛋白 是 多 角 体 和 蛋白， 可 
在 感染 细胞 中 大 量 合成 。 据 估计 ， 当 一 只 毛虫 因 感 
染 杆 状 病毒 死亡 时 ， 多 角 体 蛋白 可 达 虫 体 干 重 的 
10% 。 如 此 巨大 的 蛋白 质量 表明 多 角 体 蛋白 基因 一 
定 非常 活路 ， 而 这 显然 归功 于 该 基因 强大 的 启动 子 。 
Max Summers 小 组 和 Lois Miller 小 组 利用 多 角 体 蛋 
白 启动 子 分 别 在 1983 年 和 1984 年 首次 成 功 地 开发 
出 相应 载体 。 从 那 时 起 ， 利 用 该 启动 子 和 其 他 病毒 
启动 子 构建 了 许多 杆 状 病毒 表达 载体 〈baculovirus 
expression vector) 。 

最 佳 条 件 下 ， 杆 状 病毒 表达 载体 能 产生 多 达 
O. 5g/L 克隆 基因 的 蛋白 质 ， 这 确实 是 非常 大 的 产量 。 
图 4. 23 是 典型 杆 状 病毒 表达 系统 的 工作 原理 。 首 先 ， 
目的 基因 被 克 降 到 带 有 多 角 体 蛋白 启动 子 的 载体 上 
(多 角 体 蛋 白 的 编码 区 已 从 载体 上 删除 ， 这 不 会 影响 
病毒 的 复制 ， 因 为 病毒 在 培养 细胞 间 的 传递 不 需要 多 
角 体 蛋白 )。 多 数 这 类 载体 紧 接 启动 子 的 下 游 有 唯一 
的 BamHI 位 点 ,因此 可 用 BamHI 切割 。 带 有 
BamHI 黏 端的 片段 可 插 人 载体 ， 把 克隆 基因 置 于 多 
角 体 蛋白 启动 子 之 下 。 重 组 质粒 〈 载 体 十 插 人 片段 ) 
与 删除 了 病毒 复制 基因 和 多 角 体 蛋 白 基因 的 野生 型 病 
毒 DNA 混合 ， 然 后 用 混合 物 转 染 培养 的 昆虫 细胞 。 

世人 


因为 载体 与 多 角 体 蛋白 基因 的 侧翼 区 有 广泛 的 
同 源 性 ， 因 而 在 转 染 细胞 中 会 发 生 重组 ， 由 此 将 克 
隆基 因 转 移 到 病毒 DNA 中 并 仍然 受 多 角 体 蛋白 启 
动 子 控制 。 现 在 这 个 重组 病毒 可 用 来 感染 细胞 了 ， 
当 细 胞 进入 感染 末期 时 ， 多 角 体 蛋白 启动 子 处 于 最 
活跃 状态 ， 就 可 收获 目的 蛋白 了 。 而 随 重组 载体 一 
同 进入 靶 细胞 的 非 重 组 病毒 DNA 由 于 缺少 仅 由 载 
体 才能 提供 的 必需 基因 ， 不 会 形成 有 感染 性 的 病毒 。 

注意 ， 对 真 核 细胞 而 言 ， 选 用 转 染 (transfect) 
这 一 术语 ， 而 不 用 对 细菌 的 转化 《transform) 名 词 。 
做 这 一 区 别 是 因为 在 真 核 细胞 中 转化 有 另 一 层 意思 ， 
表示 正常 细胞 转变 成 癌 细 胞 。 为 避免 与 此 混淆 ,使 
用 转 染 表 示 将 新 的 DNA 引入 真 核 细胞 中 。 

至 少 可 以 用 两 种 方法 简便 地 完成 动物 细胞 的 转 
染 。 〇 在 磷酸 缓冲 液 中 将 细胞 与 DNA 混合 ， 然 后 
添加 钙 盐 溶液 形成 磷酸 钙 沉 淀 。 细 胞 可 吸收 这 些 含 
有 DNA 的 磷酸 钙 结晶 。@ 将 DNA 与 脂 质 混合 ， 形 
成 脂 质 体 (liposome), Bl AY aE DNA 溶液 的 小 泡 。 
然后 脂 质 体 与 细胞 膜 融 合 ， 将 其 DNA 送 入 细胞 。 
植物 细胞 转 染 通常 用 囊 击 法 〈biolistic) ， 即 小 金属 
颗粒 的 表面 用 DNA 包 被 ， 然 后 射 人 细胞 内 。 

小 结 ”外 源 基 因 能 够 在 真 核 细胞 中 表达 。 真 
核 表 达 系统 在 产生 真 核 蛋白 方面 比 原核 表达 系统 
有 优势 ， 其 中 两 个 最 重要 的 优点 是 ;四 真 核 细 胞 
合成 的 真 核 蛋白 易于 正确 地 折 登 ， 因 而 是 可 溶 的 
而 不 是 集结 成 不 溶性 的 包含 体 ; 四 真 核 细胞 产生 
的 真 核 蛋 白 能 以 真 核 的 修饰 方式 进行 修饰 《磷酸 
化 、 糖 基 化 等 )。 
其 他 真 核 载 体 

一 些 著名 的 真 核 载体 用 于 其 他 目的 ， 而 非 外 源 
基因 的 表达 。 例 如 ， 醇 母 人 工 染 色 体 (yeast artifi- 
cial chromosome，YAC)、 细 菌 人 工 染色 体 Cbacte- 
rial artificial chromosome, BAC), P1 噬菌体 人 工 染 
fik (phage artificial chromosome, PAC) 都 能 接受 
大 片段 的 外 源 DNA， 用 于 像 人 类 基因 组 计划 等 大 规 
模 测序 项 目 ， 在 这 些 研究 中 克隆 大 片段 的 DNA 特 
别 重 要 。 我 们 将 在 第 24 章 的 基因 组 部 分 讨论 人 工 染 
色 体 。 另 一 个 重要 的 真 核 载体 是 Ti 质粒 ， 它 能 把 外 
源 基因 导 人 植物 细胞 并 确保 它们 在 细胞 中 的 复制 。 


利用 Ti 质粒 将 基因 导入 植物 中 
利用 能 在 植物 细胞 中 复制 的 载体 可 把 基因 导入 

植物 。 普通 的 细菌 载体 不 能 用 作 这 一 目的 ， 因 为 杆 

物 细胞 不 识别 细菌 启动 子 和 复制 起 点 ， 而 含有 T 


DNA 的 质粒 可 用 作 这 一 目的 ， 该 片段 来 自 Ti 肿瘤 
诱导 ) 质粒 。 
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图 4.23 在 杆 状 病毒 内 表达 外 源 基因 。 先 将 要 表达 的 基因 (红色 ) 插入 杆 状 病毒 转移 载体 中 。 
转移 载体 含有 强大 的 多 角 体 蛋白 启动 子 〈Polh) ， 两 侧 的 DNA 序列 (黄色) 通常 包围 着 多 角 体 
蛋白 基因 ， 包 括 病毒 复制 所 必需 的 基因 (绿色 )。 转 移 载体 中 删除 了 多 角 体 蛋白 编码 区 。 细 菌 载 
体 序列 是 蓝 色 的 。 紧 接 启动 子 下 游 有 一 个 Bam HI 限制 酶 位 点 ， 用 于 切 开 载体 ( 步 又 1)， 通 过 
EREA (PR) 接受 外 源 基因 〈 红 色 )。 在 步骤 〈3) 将 重组 转移 载体 与 已 切 掉 重 要 基因 的 
线性 病毒 DNA 混合 ， 转 染 昆 虫 细 胞 。 这 个 过 程 称 为 共 转 染 。 两 个 DNA 未 按 比例 画 ， 病 毒 
DNA 实际 上 几乎 是 转移 载体 的 15 倍 。 在 昆虫 细胞 内 ， 两 个 DNA 通过 双 交 换 发 生 重组 使 目的 基 
因 和 重要 基因 一 起 插入 病毒 DNA。 结 果 形 成 多 角 体 蛋白 启动 子 调控 下 的 目的 基因 的 重组 病毒 
DNA, 最 后 ， 在 步骤 (4) 和 (5) 中 用 重组 病毒 感染 细胞 ， 收 集 细胞 产生 的 蛋白 质 。 注 意 原初 
的 病毒 DNA 是 线性 的 且 缺 失重 要 基因 ， 所 以 不 能 感染 细胞 [步骤 〈6)]。 利 用 这 种 感染 性 的 缺 
失 ， 可 自动 筛选 重组 病毒 ， 它 们 是 唯一 可 以 感染 细胞 的 部 分 。 


Ti 质粒 存在 于 根瘤 农 杆菌 中 ， 在 双子 叶 植物 中 主 细胞 中 ， 并 以 T-DNA 整合 到 植物 DNA 中 ， 引 起 

AE | BO fe (crown gall) 的 肿瘤 (图 4.24)。 。” 植物 细胞 的 异常 增殖 而 产生 冠 妆 瘤 。 这 对 于 人 侵 的 

当 这 种 细菌 感染 植物 时 ， 将 自己 的 Ti 质粒 转移 到 宿 。 细菌 很 有 利 ， 因 为 T-DNA 含有 编码 合成 冠 瘦 碱 
。65 。 
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a 根 癌 农 杆菌 
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图 4.24 EMU. (a) ERA AR. C) 根 癌 农 杆菌 细胞 进入 植物 的 伤口 ， 通 常 在 生长 冠 或 根茎 接合 
处 。(2) 根瘤 农 杆菌 除 含有 较 大 的 细 昔 染色 体外 还 含有 Ti 质粒 。Ti 质粒 具有 一 个 片段 (T-DNA， 红 
色 ) 能 促进 被 感染 植物 中 肿瘤 的 形成 。(3) 根 癌 农 杆菌 将 其 Ti 质粒 转 到 植物 细胞 中 ，Ti 质粒 上 的 T- 
DNA 整合 到 植物 基因 组 上 。(4) T-DNA 上 的 基因 指导 冠 疤 形 成 ， 滋 养 人 侵 的 农 杆 菌 。(b) 切除 烟草 
植株 顶部 并 接种 根 癌 农 杆菌 形成 的 冠 妆 瘤 照片 。 这 种 冠 疼痛 是 畸 胎 瘤 ， 可 产生 正常 组 织 和 肿瘤 组 织 。 
(Source: (b) Dr. Robert Turgeon and Dr. B. Gillian Turgeon, Cornell University. ) 
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有 能源 。 
编码 合成 冠 疤 碱 的 酶 〈 如 甘露 碱 合成 酶 ) T- 
DNA 基因 都 具有 强 启动 子 。 利 用 这 个 特性 可 将 T- 
DNA 连 到 一 个 小 质粒 上 ， 然 后 把 外 源 基因 置 于 其 中 
一 个 启动 子 之 下 。 图 4. 25 简 述 了 将 外 源 基 因 转 人 烟 
草 获得 转基因 植株 〈transgenic plant) 的 过 程 。 从 
烟草 叶片 上 打下 一 个 小 圆 片 〈 直 径 约 7mm)， 然 后 
将 其 置 于 营养 培养 基 中 ， 烟 草 组 织 就 会 沿 圆 片 的 边 
缘 生 长 。 接 着 ， 向 培养 基 中 添加 带 有 重组 Ti 质粒 的 
农 杆菌 ， 这 些 农 杆菌 就 会 感染 生长 的 烟草 细胞 并 将 
克隆 的 基因 导入 其 中 。 
+ 66+ 


当 烟 草 组 织 沿边 缘 长 出 根 后 就 转移 到 诱导 生 芽 
的 培养 基 中 。 这 些小 苗 会 长 成 完整 的 烟草 植株 ， 其 
细胞 中 含有 外 源 基因 。 该 基因 能 赋予 植株 新 的 特性 ， 
miih, HR, RRS. 

迄今 为 止 ， 在 植物 基因 工程 中 最 成 功 的 例子 之 
一 是 “Flavr Savr” 番 茄 的 培育 。Calgene 公司 的 遗 
传 学 家 把 一 个 使 果实 在 成 熟 期 变 软 的 基因 的 反 义 拷 
SARA. RAE HY RNA 产物 与 正常 的 mR- 
NA 互补, 因而 与 mRNA 杂交 而 阻 断 该 基因 的 表 
达 , 使 番茄 在 成 熟 时 不 会 变 得 太 软 ， 可 以 在 植株 上 
自然 成 熟 而 无 需 提 早 采摘 然后 人 工 俱 熟 。 

其 他 植物 分 子 生物 学 家 已 跨 出 了 更 大 的 步伐 
包括 : 四 赋 耶 植物 除草 剂 抗 性 ; @ 插 人 病毒 衣 壳 蛋 


检测 外 源 基因 表达 


图 4.25 用 TDNA 质粒 将 基因 导入 烟草 植株 。 
《1) 构建 外 源 基因 (红色) 在 甘露 碱 合成 酶 GE 
色 ) 启动 子 控制 下 的 质粒 。 用 这 个 质粒 转化 根 痛 
农 杆 菌 细胞 。 (2) 转化 的 细菌 细胞 重复 分 裂 。 
《3) 从 烟草 叶片 上 取 一 个 小 圆 片 与 转化 的 农 杆菌 
在 营养 培养 基 上 共 培 养 。 这 些 细胞 感染 叶片 组 
织 ， 将 带 有 外 源 基 因 的 质粒 转 人 细胞 ， 外 源 基因 
整合 到 植物 基因 组 上 。(4) 圆 盘 状 的 烟草 叶片 组 
织 向 周围 的 培养 基 中 生根 。(5) 将 其 中 的 一 个 根 
移植 到 另 一 种 培养 基 中 ， 形 成 嫩 芽 。 小 苗 生 长 成 
转基因 烟草 ， 通 过 外 源 基因 的 表达 进行 检测 。 


白 基 因 赋 予 番 茄 抗 病毒 性 状 ; 回 使 玉米 和 棉花 产生 
抗 细菌 肽 ，@ 将 萤火虫 的 萤 光 素 酶 基因 插 人 番茄 中 ， 
这 个 实验 尽管 没有 实用 价值 ， 但 的 确 产 生 了 使 植物 
在 黑暗 中 发 光 的 有 趣 效果 。 

小 结 ; 生物 学 家 利用 植物 表达 载体 《如 Ti 
质粒 六 将 所 克隆 的 基因 转 人 植物 中 ， 产 生 了 性 状 
改变 的 转基因 生物 体 。 

总 结 


Sia 


克隆 基因 时 ， 必 须 先 将 其 插 人 载体 ， hike 


基因 带 到 宿主 细胞 中 并 确保 它 在 细胞 中 复制 。 外 源 
基因 的 插入 一 般 是 通过 用 相同 的 限制 酶 切割 载体 和 
待 插入 DNA 片段 ， 产生 相同 的 黏 性 末端 来 完成 的 。 
在 细菌 中 用 于 克隆 的 载体 主要 有 质粒 和 噬菌体 两 种 。 

在 质粒 克隆 载体 中 有 pBR322 和 pUC 质粒 。 
pBR322 具有 两 个 抗生素 抗 性 基因 和 多 个 独特 的 用 于 
插入 外 源 基 因 的 限制 酶 位 点 。 多 数 限制 酶 位 点 都 位 
于 一 个 抗生素 抗 性 基因 内 ， 因 此 可 用 于 直接 筛选 。 
用 pUC 质粒 和 pBS 噬 菌 粒 进行 第 选 更 容易 。 这 些 载 
体 带 有 和 氨 某 青 短 素 抗 性 基因 和 一 个 多 克隆 位 点 ， 该 
位 点 打 断 了 编码 不 完整 BE PLE AP AY ETAL, eG 
因 的 产物 很 容易 通过 颜色 进行 利 选 。 目 的 克 降 具有 
氨 荣 抗 性 ， 但 不 能 产生 有 活性 的 B 半 乳糖 藻 酶 。 
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菌 体 ， 其 非 必需 基因 被 吻 除 以 便 给 外 源 片段 的 插 人 
聘 出 空间 。 其 中 有 些 工程 哄 获 体能 容纳 长 达 20kb 的 
插入 片段 。 黏 粒 是 噬菌体 与 质粒 载体 的 交叉 载体 ， 
可 容纳 50kb 的 大 片段 插入 。 这 种 特性 在 构建 基因 组 
文库 时 非常 有 用 。 第 二 类 噬菌体 载体 是 M13 N W 
体 ， 其 优点 是 具有 多 克隆 位 点 ， 另 一 个 优点 是 产生 
MERA DNA, MF DNA 测序 和 定点 突变 。 哈 菌 
粒 质粒 具有 单 链 DNA 噬菌体 的 复制 起 点 ， 可 以 产 
生 自身 的 单 链 拷贝 。 

设计 的 表达 载体 可 用 于 尽 可 能 大 规模 地 生产 克 
隆基 因 的 蛋白 质 产物 。 为 优化 表达 水 平 ， 细 菌 表 达 
载体 具有 强 的 细菌 启动 子 和 细菌 核 糖 体 结合 位 点 ， 
该 位 点 在 克隆 的 真 核 基因 中 是 缺失 的 。 大 多 数 克隆 
载体 (应 为 表达 载体 ， 译 者 注 ) 是 可 诱导 的 ， 它 可 
避免 因 外 源 产物 的 提早 过 基 合 成 对 宿主 菌 的 毒害 作 
用 。 表 达 载体 经 常会 产生 融合 蛋白 ， 很 容易 被 快速 
分 离 出 来 。 真 核 表达 系统 的 优点 是 蛋白 质 产物 通常 
可 深 且 能 以 真 核 细胞 的 修饰 方式 被 修饰 。 

用 Ti 质粒 等 植物 载体 也 可 将 克隆 基因 转 和 人 植 
物 ， 这 种 方法 能 改变 植物 的 特性 。 


复习 题 


1. 参考 表 4. 1， 确 定 分 别 由 下 列 限 制 酶 产生 的 
突出 端 〈 如 果 有 的 话 ) 的 长 度 及 其 性 质 〈 是 5 端 还 


是 3 端 ): 
a Alul b. Bglil & Clal d. Kpnl 
e Mbol {. Puul g Notl 


2. 为 什么 要 把 DNA 连接 到 载体 上 进行 克隆 ? 

3. BURK DNA 片段 克隆 到 pBR322 载体 的 PstI 
位 点 的 过 程 ， 如 何 筛 选 含有 插 人 片段 的 克隆 ? 

4. 叙述 将 DNA 片段 克隆 到 pUC 载体 的 Pxl 和 
BamHI 位 点 的 过 程 ， 如 何 筛选 含有 插 人 片段 的 
克隆 ? 

A 


5. 叙述 将 DNA 片段 克隆 到 Charon 4 载体 
EcoRI 酶 切 位 点 的 过 程 。 

6. 克隆 一 个 1kb 的 cDNA， 本 章 所 讨论 的 哪些 
载体 适合 使 用 ? 哪些 不 适合 ? 为 什么 ? 

7. 构建 一 个 DNA 片段 平均 长 度 约 45kb 的 基因 
组 文库 ， 本 章 所 讨论 的 哪 种 载体 最 合适 ? 为 什么 ? 

8. 构建 一 个 DNA 片段 平均 长 度 大 于 100kb 的 
文库 ， 本 章 所 讨论 的 哪 种 载体 最 合适 ?为 什么 ? 

9. 利用 噬菌体 载体 构建 了 一 个 cDNA 文库 。 如 
何 从 文库 中 筛选 目的 基因 。 叙 述 使 用 寡 核 苷 酸 探 针 
和 抗体 探 针 的 方法 。 

10. 如 何 从 M13 噬菌体 载体 上 获得 克隆 的 单 链 
DNA? 如 果 从 叭 菌 粒 载体 上 呢 ? 

11. 图 示 构 建 cDNA 文库 的 方法 。 

12. 图 示 切 口 平 移 的 过 程 。 

13. 简 述 用 PCR 扩 增 一 段 给 定 DNA 片段 的 
方法 。 

14. 反 转 录 PCR (RT-PCR) 与 常规 PCR 的 区 
别 是 什么 ? RT-PCR 用 于 什么 目的 。 

15. 叙述 产生 一 端 带 有 守 聚 组 氨 酸 融合 蛋白 的 
载体 的 用 途 。 给 出 蛋白 质 纯化 流程 并 说 明 寡 聚 组 氨 
酸 标签 的 优点 。 

16. 入 插 人 载体 和 和 替换 型 载体 的 区 别 是 什么 ? 
它们 各 自 的 优点 分 别 是 什么 ? 

17. 叙述 如 何 利用 杆 状 病毒 系统 表达 克隆 基因 。 
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杆 状 病毒 系统 相对 于 原核 表达 系统 的 优点 是 什么 ? 
18. 用 何 种 载体 将 基因 转 人 植物 〈 如 烟草 ) H? 
用 图 示意 你 的 方法 。 


DR 


1. 以 下 是 待 克隆 基因 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 
Pro—Arg—Tyr—Met—Cys—Trp—Ile—Lew- 
Met—Ser 

a 选用 哪 5 个 氨基 酸 可 得 到 简 并 性 最 小 的 14 碱 
基 探 针 用 于 在 文库 中 探查 目的 基因 ? 注意 ， 由 于 第 5 
个 密码 子 的 简 并 性 ， 不 要 用 它 的 最 后 一 个 碱 基 。 

b 共和 需要 多 少 个 不 同 的 14 碱 基 才能 够 保证 探 
针 与 克隆 基因 中 相应 序列 的 完全 匹配 ? 

c. 如 果 从 所 选 探 针 〈a 中 ) 向 左 移 一 个 氨基 酸 
处 开始 探 针 ， 那 么 需要 合成 多 少 种 14 碱 基 ? 用 遗传 
密码 确定 简 并 数 。 

2. 把 一 个 新 的 病毒 基因 组 DNA 克隆 到 pUC18 
载体 中 。 将 转化 子 在 含有 X-gal 的 氨 革 青霉素 培养 
MERR, HWENNEAR EMAG) 中 插入 
片段 的 大 小 时 ， 我 们 惊奇 地 发 现 蓝 色 菌落 的 质粒 含 
有 约 60bp 非常 小 的 插入 片段 ， 而 来 自白 色 克 隆 的 质 
粒 却 未 含 任何 插入 片段 ， 请 解释 这 些 结果 。 
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这 一 章 ， 我 们 将 了 解 分 子 生物 学 家 研究 基因 结 
构 和 功能 最 常用 的 技术 。 这 些 技术 多 以 克隆 基因 开 
始 ， 很 多 会 用 到 凝 腕 电泳 的 方法 ， 也 有 些 要 用 到 示 
踪 标记 物 ， 以 及 核酸 杂交 法 。 上 一 章 ， 我 们 已 经 学 
习 了 基因 克隆 技术 ， 现 在 简要 了 解 一 下 分 子 生物 学 
研究 的 三 大 支撑 技术 ， 凝 胶 电 泳 的 分 子 分 离 、 标 记 
性 示 踪 物 和 杂交 。 


5.1 分 子 的 分 离 


凝 胶 电 泳 

在 分 子 生物 学 研究 中 分 离 蛋白 质 与 核酸 是 最 常 
见 的 事 。 例 如 ， 从 细胞 粗 提 物 中 纯化 一 种 特殊 的 酶 ， 
以 便利 用 或 研究 其 性 质 ， 或 者 纯化 一 种 经 酶 促 反 应 
产生 或 修饰 的 RNA 或 DNA HF, 或 者 只 是 想 分 离 
一 系列 RNA 或 DNA 片段 。 本 节 将 讨论 几 种 最 常用 
的 分 子 分 离 技 术 ， 包 括 蛋白 质 和 核酸 的 凝 胶 电 泳 、 
离子 交换 层 析 、 凝 胶 过 滤 层 析 。 

凝 胶 电 泳 (gel electrophoresis) ERE HL Hk EJ 
用 于 核酸 和 和 蛋白质 的 分 离 。 首 先 从 DNA 的 凝 胶 电 
泳 开始 。 在 这 个 技术 中 ， 要 先 制 备 一 个 带 模 的 凝 胶 
(图 5.1)。 方 法 是 将 热 的 (液体 的 ) 琼脂 糖 溶液 倒 
进 一 个 插 有 “ 杭 子 ”的 浅 盒子 里 。 待 胶 凝 固 后 拔 去 
梳子 留 下 长 方形 的 小 孔 或 模 。 向 胶 孔 中 加 入 少许 
DNA, 在 中 性 pH 下 ， 接 通电 源 使 电流 通过 凝 胶 。 
DNA 因 骨 架 上 的 磷酸 而 带 负电 荷 ， 因 此 向 凝 胶 另 一 
端的 阳极 《正极 迁移 。 凝 胶 能 分 离 不 同 大 小 DNA 
片段 的 奥秘 在 于 摩擦 力 ， 小 分 子 DNA 由 于 与 溶剂 
和 凝 胶 分 子 间 的 摩擦 力 小 ， 因 此 迁移 较 快 ， 而 大 分 


(a) 


图 5.1 DNA 凝 胶 电泳 。(a) 该 方法 的 图 解 ， 
这 是 琼脂 糖 ( 从 海藻 中 分 离 的 物质 ， 主 要 成 分 
是 琼脂 ) 制备 的 水 平 凝 胶 。 琼 脂 在 高 温 下 熔 
化 , 冷却 后 形成 凝 胶 。 凝 胶 熔 化 时 插入 一 把 
“梳子 ”， 冷 却 后 拔 出 梳子 形成 狭 缝 或 槽 〈 橙 
色 部 分 )。 然 后 将 DNA WAME, ERER H 
通 入 电流 。 由 于 DNA 是 酸性 的 ， 在 中 性 pH 
下 带 负 电荷 ， 所 以 会 朝阳 极 〈 正 极 ) 电泳 或 
移动 。(b) 凝 胶 电 泳 后 的 照片 ，DNA 片段 显 
示 为 明亮 的 条 带 。DNA 与 在 紫外 光 下 发 橙色 
荧光 的 染料 结合 ， 但 是 本 张 照片 中 的 条 带 显 
示 为 粉红 色 。 (Source: (b) Reproduced with 
permission from Life Technologies, Inc. ) 
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T DNA 受到 的 摩擦 力 相对 较 大 ， 因 此 迁移 得 较 慢 。 
电流 根据 DNA 片段 大 小 将 它们 分 离开 ， 最 大 的 靠 
近 顶 凝 胶 顶 端 ， 而 最 小 的 靠近 凝 胶 底 部 。 最 后 用 荧 
光 染 料 对 DNA 染色 并 将 凝 胶 置 于 紫外 灯 下 检测 。 
图 5. 2 显示 了 用 这 种 方法 对 已 知 大 小 的 喧 菌 体 DNA 
片段 分 析 的 结果 。 将 片段 的 迁移 距离 与 其 分 子 质量 
bp 


《或 碱 基 对 的 数目 ) 的 对 数值 作 图 。 任 何 未 知 大 小 的 
DNA 都 能 与 标准 DNA 片段 同时 电泳 ， 只 要 其 落 在 
标准 DNA 片段 的 范围 之 内 ， 就 能 估 测 其 大 小 。 例 


如 ， 图 5. 2 中 一 个 迁移 率 为 20mm 的 DNA， 其 片段 
大 小 约 910bp。 同 样 ， 也 可 用 此 方法 对 不 同 大 小 的 
RNA 片段 进行 电泳。 
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图 5.2 DNA 片段 大 小 的 凝 胶 电 泳 分 析 。(a) 商业 上 制备 的 DNA 片段 电泳 后 的 着 色 凝 胶 照 片 ， 在 彩色 照片 
中 应 该 显 橙色 的 条 带 在 黑白 照片 中 经 橙色 滤 镜 过 滤 后 显 白色 。 条 带 大 小 〈bp) 在 右 侧 给 出 。 图 已 被 放大 ， 故 
条 带 的 迁移 距离 比 实际 看 上 去 要 大 些 。(b) DNA 片段 的 迁移 距离 与 其 碱 基 对 大 小 的 曲线 图 。 纵 轴 是 对 数 的 
而 不 是 线性 的 ，DNA 片段 电泳 的 速度 〈 迁 移 率 ) 与 其 大 小 的 对 数 成 反比 。 但 要 注意 大 片段 DNA 会 偏离 这 种 
比例 ， 显 示 为 实 线 〈 实 际 结果 ) 与 虚线 〈 理 论 结果 ) 的 差异 ， 说 明 常 规 电泳 在 检测 非常 大 的 DNA 时 具有 局 


BYE. (Source: (a) Courtesy Bio-Rad Laboratories. ) 
问题 解答 


问题 1 
下 面 是 0. 3 一 1. 2kb 大 小 的 双 链 DNA 片段 的 电 
泳 结果 图 。 请 根据 下 页 图 示 回 答 下 列 问题 : 
a. 迁移 到 16mm 处 的 DNA 片段 的 大 小 是 多 少 ? 
b. 0. 5kb DNA 片段 的 迁移 距离 约 为 多 少 ? 
解答 
a. 从 工 轴 的 16mm 处 画 一 条 垂直 虚线 与 实验 线 
.70 。 


相交 ， 再 从 交点 处 画 一 条 水 平 虚线 与 》 轴 相 交 ， 如 
图 虚线 与 y 轴 的 交点 是 0. 9kb， 说 明 在 实验 中 迁移 
16mm 的 DNA 片段 的 大 小 是 0. 9kb (900bp) 。 

b. 从 > 轴 的 0. 5kb 点 处 画 一 条 水 平 虚线 与 实验 
线 相 交 ， 再 从 交点 画 一 条 垂直 虚线 与 x 轴 相 交 ， 如 
图 虚线 与 z 轴 的 交点 是 25mm， 说 明 在 实验 中 0. 5kb 
DNA 片段 的 迁移 距离 是 25mm, 

用 凝 胶 电 泳 检测 大 分 子 DNA 需要 特殊 的 技术 。 
原因 之 一 是 如 果 DNA 太 大 ， 其 大 小 的 对 数值 与 迁 


ozlirsitiriitiiiitiiiitiiiit 
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移 的 距离 会 严重 偏离 线性 关系 ， 图 5. 2b 的 左上 部 出 
现 了 偏离 的 迹象 。 另 一 个 原因 是 双 链 DNA 是 细 长 
的 刚性 棒状 结构 ， 越 长 就 越 脆弱 。 大 分 子 DNA 即 
使 在 温和 条 件 下 也 很 容易 断裂 ， 如 在 烧杯 中 搅拌 或 
移 液 操 作 等 产生 的 剪 切 力 都 足以 将 其 打 断 。 形 象 地 
说 , 可 以 把 DNA 想象 成 生 的 意大利 面条 ， 假 如 只 
有 1 一 2cm， 动 作 粗放 点 不 会 损伤 它 ， 但 是 如 果 较 
长 ， 断 裂 就 是 不 可 避免 的 了 。 

尽管 有 很 多 困难 ， 分 子 生物 学 家 还 是 发 明了 一 
种 新 的 凝 胶 电 瀛 ， 可 分 离 长 达 几 百 万 个 碱 基 对 
(megabase, Mb) 的 DNA 分 子 ， 且 能 保证 其 大 小 的 
对 数值 与 迁移 率 的 相对 线性 关系 。 这 种 方法 不 是 采 
用 恒定 电流 而 是 用 脉冲 电流 : 正 向 的 是 相对 较 长 的 
电 脉 溃 ， 反 方向 或 旁 侧 方 向 的 是 短 脉冲 。 这 种 脉冲 
场 凝 胶 电 泳 (pulsed-ficld gel electrophoresis, 
PFGE) 对 于 测定 像 酵母 染色 体 这 样 大 的 DNA 时 非 
常 有 用 。 图 5. 3 显示 的 是 脉冲 场 凝 胶 电泳 分 离 酵母 
染色 体 的 结果 ，16 条 可 见 条 带 代表 含有 0.2 一 
2, 2Mb 碱 基 对 的 染色 体 。 

电泳 也 常用 于 蛋白 质 的 分 离 ， 只 是 其 凝 胶 介质 
通常 由 聚 丙 烯 酰胺 制 成 ， 因 此 称 为 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
"ik (polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE). 
为 了 确定 某 种 复杂 蛋白 质 的 多 肽 组 成 ， 必 须 处 理 蛋 
白质 ， 以 便 多 肽 链 或 亚 基 独 立地 电泳 移动 。 通 常 利 
用 去 垢 剂 十 二 烷 基 硕 酸 钠 (sodium dodecyl sulfate, 
SDS) 处 理 蛋 白质 ， 使 各 个 亚 基 变 性 (denature) 不 
再 相互 结合 。SDS 有 两 个 附加 优点 : @ 使 所 有 多 肽 
的 表面 都 覆盖 上 负电 荷 ， 从 而 在 电泳 时 都 会 往 阳极 
泳 动 ; 加 遮蔽 蛋白 亚 基 的 原 有 电荷 ,使 各 亚 基 在 电 
泳 时 按 分 子 质量 大 小 而 不 是 原 有 电荷 迁移 。 小 分 子 
多 肽 容易 穿 过 凝 胶 上 的 小 孔 ， 因 而 迁移 得 较 快 ， 而 
大 分 子 多 肽 则 相对 较 慢 。 研 究 者 也 经 常用 还 原 剂 打 
开 亚 基 间 的 共 价 键 。 


图 5.3 酵母 染色 体 的 脉冲 场 电 泳 。 相 同 的 酵母 
染色 体 在 10 个 平行 流 道 中 电流 ， 用 省 化 乙 锭 染 
色 。 各 个 条 带 显 示 染 色 体 大 小 从 0. 2Mb URR) 
到 2.2Mb (顶部 )。 凝 胶 的 原 大 小 为 13cm 宽 
12. 5cm K. (Source; Courtesy Bio-Rad Labora- 
tories/CHEF-DR (R) II pulsed-field electropho- 
resis systems. ) 
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图 5. 4 显示 的 是 SDS PAGE 对 一 组 多 肽 链 的 分 
离 结果 ， 每 个 多 肤 链 都 结合 了 -一 种 染料 ， 以 便 在 电 
泳 时 能 看 到 。 通 常 的 做 法 是 在 电泳 后 用 染料 如 考 马 
斯 亮 蓝 对 所 有 多 肽 染色 。 

小 结 ”通过 演 胶 电泳 可 把 各 种 分 子 质量 的 
DNA, RNA 和 蛋白 质 分 离开 来 。 在 核酸 电泳 中 
常用 的 凝 胶 是 琼脂 糖 ， 而 蛋白 质 电泳 中 常用 的 是 
SETAE. SDS-PAGE 通常 是 根据 分 子 质量 的 
大 小 分 离 多 肽 。 
双向 凝 胶 电泳 

SDS-PAGE HERES Sk. (EAT Ot E BACH 
合 物 太 复 杂 了 ， 和 需要 用 更 好 的 方法 把 它们 分 离开 。 

例如 ， 我 们 想 把 某 一 特定 时 间 某 种 特定 细胞 中 成 千 
上 万 条 多 肽 分 离开 ， 这 在 目前 的 蛋白 质 组 学 〈 分 子 
生物 学 的 一 个 分 支 ) 中 经 常 要 做 ， 有 关 蛋 白质 组 学 
我 们 将 在 第 24 章 中 讨论 。 

为 了 提高 一 维 SDS-PAGE 的 分 辩 率 ， 分 子 生物 
学 家 建立 了 双向 方法 。 在 第 19 章 将 介绍 一 种 简单 的 
方法 ， 首 先 在 一 个 pH 和 北 胶 浓度 下 进行 单 向 非 变 
性 《无 SDS) 凝 胶 电 泳 ， 然 后 在 另 一 个 pH ANER 
浓度 下 进行 第 二 向 电泳。 由 于 蛋白 质 所 带 的 净 电 荷 
BURR pH 的 变化 而 变化 ， 因 此 在 不 同 的 pH 下 电 
泳 的 迁移 率 不 同 。 在 不 同 取 丙烯 酰胺 浓度 下 根据 其 


分 子 质量 大 小 ， 蛋 白质 也 会 以 不 同 的 迁移 速率 电泳 。 
但 是 由 于 缺乏 去 垢 剂 ， 不 能 将 组 成 复杂 的 蛋白 质 的 
各 个 肽 链 分 开 ， 因 此 用 这 种 方法 不 能 分 析 单个 多 肽 。 

另 一 种 常用 的 更 有 效 的 方法 是 双向 凝 胶 电 泳 
(two-dimensional gel electrophoresis)， 其 实 它 所 涉 
及 的 范围 比 其 名 字 所 包含 的 内 容 更 多 一 些 。 第 一 步 ， 
蛋白 质 混合 物 在 一 个 细 的 管状 凝 胶 中 电泳 ， 凝 胶 中 
含有 一 种 两 性 电解 质 〈ampholyte)， 可 在 毛细 管 的 
两 端 之 间 形 成 pH 梯度 。 带 负电 荷 的 蛋白 质 分 子 在 
管状 凝 胶 中 朝阳 极 迁 移 ， 到 达 其 等 电 点 isoelectric 
point)， 即 蛋白 质 的 净 电荷 为 0 的 pH。 由 于 没有 净 
电荷 ， 蛋 白质 不 再 向 阳极 或 阴极 迁移 ， 这 一 步 叫 做 
等 电 聚焦 (isoelectric focusing)， 使 蛋白 质 在 凝 胶 中 
相应 的 等 电 点 聚集 。 

第 二 步 ， 将 管 中 的 凝 胶 取 出 ， 置 于 平板 凝 胶 的 
顶端 进行 常规 的 SDS-PAGE。 这 时 ， 经 等 电 聚 焦 初 
步 分 离 的 蛋白 质 将 根据 其 大 小 通过 SDS-PAGE 进 一 
步 分离 。 图 5. 5 显示 在 有 或 无 安息 香 酸 条 件 下 生长 
的 E. coli 总 蛋白 的 双向 电泳 结果 。 无 安息 香 酸 条 件 
下 E. coli 蛋白 用 红色 荧光 染料 Cy3 染色 ， 有 安息 香 
酸 条 件 下 E. coli 蛋白 用 蓝 色 荧光 染料 Cys 染色 。 从 
两 组 蛋白 质 各 自 的 和 混合 的 双向 凝 胶 电 泳 图 可 以 看 
出 两 种 条 件 下 哪些 蛋白 质 含量 更 丰富 ， 哪 些 蛋白 质 
在 两 种 条 件 下 均 占 优势 。 
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图 5.5 双向 凝 胶 电 泳 。 在 有 或 无 安息 香 酸 条 件 下 培养 E. coli。 然 后 用 红色 荧光 染料 Cy3 对 无 安息 香 酸 条 
件 下 培养 的 E. coli 细胞 裂解 液 染 色 ， 蛋 白质 被 染 成 红色 。 用 蓝 色 荧光 染料 Cy5 对 有 安息 香 酸 条 件 下 培养 的 
E. coli 细胞 玖 解 液 染色 ， 蛋 白质 被 染 成 蓝 色 。 最 后 进行 双向 凝 胶 电 泳 ，(a) 无 安息 香 酸 条 件 下 细胞 中 的 蛋 
白质 ，(b) 有 安息 香 酸 条 件 下 细胞 中 的 蛋白 质 ，(c》 两 组 蛋白 质 的 混合 物 。 在 〈c) 中 只 在 无 安息 香 酸 条 件 
下 积累 的 蛋白 质 显 红色 荧光 ， 在 有 安息 香 酸 条 件 下 积累 的 蛋白 质 显 蓝 色 荧光 ， 在 两 种 情况 下 都 积累 的 蛋白 
质 既 显 红色 又 显 蓝 色 ， 所 以 最 后 呈 蓝 紫色 或 黑色 。(Souree: Courtesy of Amersham Pharmacia Biotech. ) 
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小 结 “ 双 向 凝 胶 电泳 通过 第 一 向 等 电 聚 焦 和 
第 二 向 SDS-PAGE 能 很 好 地 达到 分 离 多 肽 的 效果 - 


离子 交换 层 析 


色谱 〈 层 析 ) (chromatography) 最 早 是 指 在 纸 
上 [ 纸 层 析 〈paper chromatography)] 将 有 色 物 质 
分 离 后 形成 的 图 案 。 目 前 有 多 种 不 同 的 层 析 技术 用 
来 分 离 生 物 物 质 。 离 子 交 换 层 析 ion-exchange 
chromatography) 是 利用 树脂 分 离 不 同 电荷 的 物质 。 
例如 ，DEAE-Sephadex 层 析 用 的 是 带 正 电荷 的 二 乙 
氨 乙 基 (diethylaminoethyl, DEAE) 离子 交换 树 
脂 ， 其 正 电荷 基 团 吸引 包括 蛋白 质 在 内 的 带 负 电荷 
的 物质 ， 所 带 负 电荷 越 多 ， 结 合 就 越 牢固 。 

我 们 将 在 第 10 章 以 DEAE-Sephadex 层 析 为 例 
介绍 如 何 利用 离子 交换 层 析 分 离 3 种 形式 的 RNA 
聚合 酶 。 首 先 ， 制 备 DEAE-Sephadex 浆液 并 装 柱 ， 
当 树脂 沉积 后 加 入 含 RNA 聚合 酶 的 细胞 粗 提 物 。 
最 后 ， 通 过 逐渐 升 高 洗 脱 液 的 盐 离子 强度 或 盐 溶 
液 浓度 )， 将 结合 在 树脂 上 的 物质 洗 脱 〈elute) 下 来 
或 去 除 。 设 置 盐 浓 度 梯度 的 目的 是 用 盐 溶 液 中 的 阴 
离子 与 蛋白 质 竞争 树脂 上 的 离子 结合 位 点 ， 从 而 将 
蛋白 质 逐 一 洗 脱 下 来 。 这 就 是 为 什么 将 其 称 为 离子 
交换 层 析 的 原因 。 

随 着 洗 脱 缓冲 液 离子 强度 的 升 高 ， 用 组 分 收集 
器 (fraction collector) 收集 洗 脱 液 。 该 装置 工作 时 
每 次 将 一 个 试管 置 于 层 析 柱 下 收集 一 定 体积 的 溶液 ， 
然后 移 到 旁边 ， 由 下 一 个 试管 进入 并 收集 组 分 。 最 
后 ， 分 析 每 个 洗 脱 组 分 中 目的 物 的 含量 。 如 果 目 的 
物 是 一 种 酶 ， 需 要 分 析 各 洗 脱 组 分 中 该 酶 的 特殊 活 
性 。 另 外， 检测 每 组 洗 脱 液 的 离子 强度 有 助 于 确定 
洗 脱 目的 蛋白 所 需要 的 盐 浓 度 。 

也 可 以 用 带 负 电荷 的 交换 树脂 分 离 带 正 电 荷 的 
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图 5.6 离子 交换 层 析 。 先 将 细胞 提取 液 加 样 
到 离子 交换 柱 上 ， 提 取 液 含有 两 种 不 同 构象 的 
酶 ， 然 后 不 断 增加 洗 脱 缓冲 液 的 离子 强度 ， 同 
时 收集 组 分 《〈 本 例 共 收集 了 32 个 ) 。 分 析 每 个 
组 分 的 酶 活性 〈 曲 线 ) 和 离子 浓度 〈 直 线 ) 并 
作 图 。 酶 的 两 种 构象 被 清楚 地 分 离开 了 。 


离子 强度 /(mmolL KCl) 一 


物质 ,包括 蛋白 质 。 例如， 磷酸 纤维 素 常用 于 阳 离 
子 交换 层 析 分 离 蛋 白质 。 注 意 ， 蛋 白质 不 一 定 必须 
带 有 净 正 电荷 才能 与 磷酸 纤维 素 等 阳离子 交换 树脂 
结合 ， 大 多 数 蛋 白质 带 净 负 电荷 。 但 是 ， 某 蛋白 质 
如 果 有 一 个 显著 的 正 电荷 中 心 ， 则 仍 能 结合 到 阳 离 
子 交换 树脂 上 。 图 5. 6 是 假定 用 离子 交换 层 析 法 分 
离 酶 的 两 种 构象 的 实验 结果 。 

WA 离子 交换 层 析 可 根据 所 带电 荷 的 多 少 
分 离 蛋 白质 等 物质 。DEAE-Sephadex 等 带 正 电荷 
的 树脂 常用 在 阴离子 交换 层 析 中 ， 而 大 酸 纤维 素 
等 带 负电 荷 的 树脂 常用 在 阳离子 交换 层 析 中 。 
凝 胶 过 滤 层 析 

标准 的 蛋白 质 生 化 分 离 技 术 通常 需要 一 个 以 上 
的 步骤 ,但 是 宝贵 的 蛋白 质 在 每 一 步 都 会 有 损失 ， 
因此 尽量 减少 蛋白 质 分 离 的 步骤 十 分 重要 。 实 现 这 
一 目的 的 一 种 方法 是 制定 一 个 使 每 步 分 离 都 能 利用 
目的 蛋白 的 不 同性 质 的 实验 策略 。 如 果 第 一 步 用 的 
是 阴离子 交换 层 析 ， 第 二 步 是 阳离子 交换 层 析 ， 那 
么 第 三 步 就 应 该 根据 电荷 以 外 的 其 他 特性 来 分 离 蛋 
白质 ， 蛋 白质 大 小 显然 是 下 一 个 选择 。 

凝 胶 过 滤 层 析 (gel filtration chromatography) 
是 一 种 基于 分 子 自身 大 小 physical dimension) 进 
行 分 离 的 方法 。 凝 胶 过 滤 介 质 ， 如 Sephadex 是 不 同 
大 小 的 多 孔 珠 子 ， 好比 “ 威 浮 球 ” 的 带 和 孔 空心 塑料 
BR. 将 柱子 中 充满 带 孔 的 微型 塑料 球 ， 当 不 同 大 小 
的 分 子 通过 柱子 时 ， 小 分 子 很 容易 进入 威 浮 球 的 小 
和 孔 内 〈 磁 珠 上 的 小 孔 )， 因 此 流 过 柱子 的 速度 较 慢 。 
而 大 分 子 不 能 进入 珠子 内 ， 因 而 较 快速 地 流 过 柱子 ， 
出 现在 所 谓 的 外 水 体积 / 空 柱 体积 〈void volume) 即 
珠子 周围 的 缓冲 液体 积 ， 不 包括 珠子 内 的 液体 。 中 
等 大 小 的 分 子 选 择 性 进入 一 些 孔 径 大 小 适合 的 珠子 ， 
因此 迁移 率 居中 。 这 样 ， 大 分 子 首先 从 柱 中 流出 ， 
小 分 子 最 后 流出 。 具 有 不 同 大 小 的 各 类 树脂 可 用 来 
分 离 不 同 大 小 的 分 子 。 图 5.7 解释 了 这 一 方法 。 

小 结 ” 凝 胶 过 滤 层 析 柱 以 多 孔 树 脂 填 充 , 使 
小 分 子 物质 进 大 树脂 孔 而 大 分 子 不 能 进入 、 这 
样 ， 小 分 子 物质 通过 柱子 的 速率 慢 ， 而 大 分 子 物 
质 则 会 相对 较 快 地 流出 柱子 。 


亲 和 层 析 


最 有 效 的 分 离 技术 之 一 是 亲 和 层 析 (affinity 
chromatography) ， 树 脂 是 含有 与 目的 分 子 有 很 强 专 
一 性 的 亲 和 试 剂 。 例 如 ， 树 脂 可 耦合 能 够 识别 特殊 
蛋白 的 抗体 ， 或 含有 酶 底 物 的 无 活性 同系 物 。 在 后 
一 种 情况 下 ， 酶 与 同系 物 紧 密 结合 但 不 发 生 反应 。 
当 杂 蛋白 因为 与 亲 和 试 剂 无 (或 很 弱 ) 亲 和 性 而 流 
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图 5.7 凝 胶 过 滤 层 析 。(a) 原理 。 以 树脂 珠 代表 多 孔 “ 威 浮 球 ”( 黄 色 )。 大 分 子 〈 蓝 色 ) 不 能 
进入 珠子 ， 因 此 它们 局 限 在 树脂 珠 外 相对 小 的 洗 脱 体积 中 ， 从 柱 中 快速 洗 出 。 而 小 分 子 红色 ) 
能 进入 树脂 孔 ， 需 要 较 大 的 洗 脱 液体 积 以 及 较 长 的 时 间 才能 从 柱 中 洗 出 。(b) 实验 结果 。 将 (a) 
中 的 大 小 分 子 混合 物 加 到 柱子 上 ， 用 缓冲 液 洗 脱 。 收 集 组 分 并 分 析 每 个 组 分 中 大 分 子 〈 左 峰 ) 与 
小 分 子 〈 右 峰 ) 的 浓度 。 和 预期 一 样 ， 大 分 子 早 于 小 分 子 洗 脱 出 来 


过 柱子 后 ， 利 用 与 目的 分 子 竞 争 结合 亲 和 试 剂 的 溶 
液 从 柱子 上 洗 脱 出 目的 分 子 。 例如， 用 酶 的 同系 物 
溶液 溶液 中 的 同系 物 与 树脂 上 的 同系 物 竞争 对 酶 
的 结合 ,使 酶 从 柱 上 洗 脱 下 来 。 

亲 和 层 析 的 效果 取决 于 树脂 上 的 亲 和 试 剂 与 要 
纯化 分 子 间 结 合 的 专 一 性 。 设 计 一 个 一 步 纯化 蛋白 
质 的 亲 和 层 析 方 案 是 可 能 的 ， 因 为 该 蛋白 质 是 细胞 
中 唯一 能 与 亲 和 试 剂 结合 的 物质 。 在 第 4 章 我 们 已 
看 到 一 个 很 好 的 例子 :用 锦 柱 纯化 带 有 寒 聚 组 氨 酸 
的 蛋白 质 。 由 于 细胞 中 所 有 其 他 的 蛋白 质 都 是 天 然 
的 ， 因 此 都 不 带 有 穿 取 组 氨 酸 标签 ， 所 以 带 标签 的 
和 蛋白质 就 是 唯一 能 结合 亲 和 试 剂 锦 的 蛋白 质 。 然 后 
用 镍 溶液 洗 脱 蛋白 质 ， 得 到 蛋白 质 - 镍 混合 物 ， 再 用 
组 氨 酸 同系 物 咪唑 (imidazole) HA PME L. F 
扰 亲 和 试剂 与 目的 蛋白 的 结合 

当 要 纯化 的 目的 分 子 〈 即 带 有 和 容 聚 组 氨 酸 标签 
的 蛋白 质 ) 是 唯一 与 亲 和 树 脂 结 合 的 蛋白 质 时 ， 甚 
至 都 不 需要 层 析 柱 了 。 只 需 简单 地 将 树脂 与 细胞 提 
取 物 混合 ， 离 心 沉淀 树脂 ， 弃 去 剩 下 的 溶液 [上 清 
(supernatant)] 留 下 沉淀 在 离心 管 底部 的 目的 蛋白 
与 树脂 。 用 缓冲 液 洗 涤 沉 淀 后， 目的 蛋白 就 可 以 从 
树脂 中 释放 出 来 如 果 用 的 是 镍 树脂 ， 则 用 咪唑 深 
液 )， 然 后 离心 ， 再 次 沉淀 树脂 ， 这 一 次 目的 蛋白 存 
在 于 上 清 中 ， 可 收集 保存 。 这 个 方法 比 传统 的 层 析 
法 更 简单 快捷 。 

小 结 “ 亲 和 层 析 是 一 种 有 效 利 用 与 目的 分 子 
有 很 强 专 一 性 的 亲 和 试 剂 进 行 分 离 的 纯化 技术 
目的 分 子 与 耦合 有 亲 和 试 剂 的 柱子 结合 ， 而 所 有 
或 绝 大 多 数 其 他 分 子 因 不 能 结合 而 流出 柱子 。 然 
-74> 


后 用 干扰 这 种 特异 性 结合 的 溶液 将 目的 分 子 从 柱 
上 洗 脱 下 来 。 


5.2 标记 性 示 踪 物 


至 今 ,，“ 标 记性 ”实际 上 仍然 与 “放射 性 ” FIX, 
因为 放射 性 示 踪 物 已 经 使 用 了 数 十 年 而 且 容 易 检测 。 
放射 性 示 踪 物 可 以 检测 到 极 微量 的 物质 ， 这 对 于 分 
子 生物 学 研究 来 讲 十 分 重要 ， 因 为 在 典型 的 分 子 生 
物 学 实验 中 被 测 物质 的 含量 通常 极 微 ， 如 检测 转录 
反应 中 的 某 种 RNA 产物 ， 我 们 可 能 得 测定 低 于 1pg 
(1g 的 兆 分 之 一 或 10 g) 的 RNA 量 。 由 于 紫外 吸 
收 或 染色 等 方法 的 灵敏 度 有 限 ， 用 这 些 方法 直接 检 
测 如 此 微量 的 RNA 是 不 可 能 的 。 然 而 ， 如 果 该 
RNA 具有 放射 性 ， 使 用 高 灵敏 度 的 放射 性 检测 装置 
就 能 很 容易 地 对 微量 RNA 进行 检测 。 现 在， 我们 来 
学 习 一 下 分 子 生物 学 家 偏爱 的 检测 放射 性 示 踪 物 的 几 
种 方法 。 放 射 性 自 显影 、 磅 屏 成 像 和 液体 闪烁 计数 。 
放射 性 自 显影 

放射 性 自 显影 (autoradiography) 是 使 用 照相 
感光 乳剂 检测 放射 性 复合 物 的 一 种 方法 。 分 子 生物 
学 家 偏爱 的 感光 乳剂 是 X 线 胶片 。 如 图 5.8 所 示 ， 
帮 胶 电泳 分 离 放射 性 标记 的 DNA HBR, SALW 
胶 与 X 线 胶片 接 能 并 一 起 置 于 暗室 中 数 小 时 甚至 数 
天 。 从 DNA 条 带 发 出 的 放射 性 就 像 可 见 光一 样 可 
EXARH. 胶片 溃 洗 之 后 ， 与 凝 胶 上 的 DNA 
条 带 对 应 的 黑色 条 带 就 显现 出 来 。 实 际 上 是 DNA 


条 带 给 自己 拍 了 照 ， 这 就 是 为 什么 将 这 种 技术 称 为 
放射 自 显影 的 原因 。 


(a) 凝 胶 电泳 


一 一 加 样 处 


迁移 


放 到 X 线 胶片 的 下 面 


(b) 放射 自 显影 


图 5.8 放射 自 显影 。(a) SEREK. EBER 
的 3 个 平行 沪 道 电泳 放射 性 DNA 片段 ， 根据 
DNA H BAKINA SAAK YE aR I PI A E SEEE. 
在 这 一 步 DNA 是 看 不 到 的 ， 这 里 用 虚线 表示 
它们 的 位 置 。 (b) 放射 自 显影 。 将 X 线 胶片 
铺 在 凝 胶 上 并 放置 若干 个 小 时 ， 如 果 放 射 性 
比较 弱 可 延长 至 几 天 。 最 后 冲洗 底片 观察 哪 
些 地 方 经 射线 曝光 ， 由 此 显示 DNA 条 带 在 北 
胶 上 的 位 置 。 本 例 中 ， 大 的 且 迁 移 缓慢 的 条 
带 放 射 性 最 强 ， 因 此 放射 自 显影 中 相应 的 条 
带 最 黑 。 


采用 增 感 屏 intensifying screen) 可 提高 放射 
性 自 显影 的 灵敏 度 ， 至 少 是 对 *P 的 灵敏 度 。 这 是 一 
种 涂 有 荧光 复合 物 的 屏 板 ， 荧光 复合 物 在 低温 时 能 
被 B 电 子 激发 (8 电子 是 分 子 生物 学 常用 的 放射 性 
同位 素 *H、"C、*S 和 ”Pp 等 发 出 的 射线 )。 因 此 ， 照 
相 底片 的 一 面 放 上 具有 放射 性 的 凝 胶 〈 或 其 他 介 
质 )， 另 一 面 放 上 增 感 屏 。B 电子 就 可 直接 螺 光 底 
片 ， 若 没有 增 感 屏 则 大 多 数 B 电子 会 直接 穿 过 底片 


而 丢失 。 当 这 些 高 能 电子 撞击 增 感 屏 时 可 产生 荧光 ， 
这 种 荧光 能 被 底片 检测 到 。 

怎样 对 一 个 DNA 片段 的 放射 性 进行 精确 定量 
呢 ? 可 以 观察 放射 自 显影 胶片 上 条 带 的 亮度 进行 粗 
测 ， 也 可 使 用 光 密 度 计 (densitometer) 扫描 放射 自 
显影 图 片 ， 进 行 较 精确 的 测定 。 这 种 装置 能 使 光束 
穿 过 样品 〈 这 里 是 一 张 放 射 自 显影 照片 )， 然 后 检测 
样品 的 光 吸 收 。 如 果 条 带 很 黑 就 会 吸收 大 量 的 光线 ， 
则 光 密 度 计 会 记录 一 个 高 的 光 吸 收 峰 (图 5.9); 如 
果 条 带 比较 弱 ， 则 大 部 分 光 会 透 过 条 带 ， 光 密度 计 
记录 到 小 的 光 吸 收 峰 。 通 过 测 最 每 个 峰 的 面积 就 可 
估算 出 每 个 条 带 的 放射 性 。 当然， 这 仍 是 间接 检测 
放射 性 的 方法 ， 要 想 真正 精确 读 出 每 个 条 带 的 放射 
性 ， 可 以 用 磷 屏 成 像 仪 扫描 凝 胶 或 对 DNA 进行 液 
体 闪烁 计数 。 


离 加 样 点 的 距离 


wane | 1 1 | | 

图 5.9 光 密 度 计 。 光 密度 扫描 图 下 方 是 相 
应 的 放射 自 显影 图 。 注 意 3 个 扫描 峰 的 面积 
与 放射 自 显影 图 中 相应 条 带 的 黑色 程度 成 
Ett. 


BE BAR 


磷 屏 成 像 在 某 些 方面 胜 过 常规 的 放射 性 自 显影 ， 
最 主要 的 是 它 能 更 精确 地 定量 放射 性 ， 它 对 放射 性 
的 感应 比 X 线 胶片 线性 化 得 多 。 常 规 放射 性 自 显影 
的 50 000dpm ( #5 47 $h ME SEH disintegration per 
minute) 条 带 可 能 看 上 去 并 不 比 10 000dpm 的 条 带 
黑 ， 因 为 感光 胶片 在 10 000dpm 已 经 亿 和 。 而 磷 屏 
BARA (phosphorimager) 是 在 电子 水 平 对 放射 性 
进行 检测 与 分 析 ， 所 以 10 000dpm 与 50 000dpm 的 
区 别 是 很 明显 的 。 该 技术 的 工作 原理 是 ， 从 放射 性 
样品 如 一 块 带 有 与 标记 性 探 针 杂 交 的 RNA 条 带 的 
印迹 膜 开始 ， 然 后 将 其 放 到 一 个 吸收 B 电 子 的 磷 屏 
成 像 板 上 。8B 电子 激发 板 上 的 分 子 ， 这 些 分 子 就 一 
直 保持 激发 状态 直到 磷 屏 成 像 仪 用 光束 扫描 成 像 板 。 
此 时 ， 成 像 板 捕获 的 B 电 子 能 被 释放 出 来 并 被 微机 
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化 检测 仪 监控 。 计 算 机 将 检测 到 的 能 量 转换 成 如 图 
模式 。 这 是 模拟 的 彩色 图 像 ， 由 黄 
到 黑 等 不 同 颜色 分 别 代表 不 同 程度 的 放射 性 从 最 低 
(RO 到 最 高 (黑色 )。 


图 5.10 RNA 印迹 膜 的 假 彩 色 磷 屏 成 像 扫 描 。 
RNA 印迹 膜 经 放射 性 同位 素 探 针 杂交 后 ， 洗 去 
未 杂交 的 探 针 ， 将 印迹 膜 置 于 磷 屏 成 像 仪 的 扫描 
板 上 。 扫 描 板 收集 结合 在 RNA 上 的 放射 性 探 针 
发 出 的 B 电 子 的 能 量 ， 当 激光 扫描 时 放出 能 量 。 
计算 机 再 将 这 些 能 量 转换 成 图 像 ， 放 射 强度 按照 
以 下 颜色 递增 :黄色 〈 最 低 ) 一 紫色 一 紫红 色 一 
淡 蓝 < 绿色 一 深蓝 一 黑色 GHR), (Source: © 
Jay Freis/Image Bank/Getty. ) 


液体 闪烁 计数 器 


液体 闪烁 计数 〈liauid scintillation counting) 利 
用 样品 放射 性 发 出 的 射线 产生 的 一 种 能 被 光电 倍增 
管 检测 到 的 可 见 光 光子 。 为 此 ， 将 放射 性 样品 (如 
从 凝 胶 上 切 下 的 一 个 条 带 ) 放 到 含有 闪烁 液 scin- 
tillation fluid》 的 小 瓶 中 ,闪烁 液 含 有 化 合 物 氟 石 
(fluor) ， 被 放射线 又 击 后 可 发 出 荧光 ， 从 而 将 非 可 
见 的 放射 线 转换 成 可 见 光 ,液体 闪烁 计数 仪 将 小 瓶 
降 到 带 有 光电 倍增 管 的 暗室 中 ， 光 电 倍增 管 检测 由 
放射 线 激发 荧光 物 所 发 出 的 光 ， 仪 器 计数 光 的 突 发 
RAR (scintillation), 单位 是 每 分 钟 的 次 数 
(counts per minute, cpm), {EX +5454} ph fH) a EAR 
一 样 ， 因 为 液体 闪烁 计数 不 是 100% 有 效 的 。 分 子 
生物 学 家 常用 的 放射 性 同位 素 是 2P， 由 这 种 同位 素 
发 出 的 B 电 子 能 量 极 高 甚至 不 需要 荧光 就 能 产生 光 
子 ， 可 用 液体 闪烁 计数 器 直接 计数 ， 但 比 用 闪烁 液 
时 的 效率 要 低 些 。 

小 结 分 于 生物 学 实验 中 的 微量 物质 通常 用 
标记 示 踪 物 来 检测 。 如 果 示 踪 物 是 放射 性 的 ， 可 
通过 X 线 胶片 放射 自 显影 、 磷 屏 成 像 或 液体 闪烁 
计数 法 检测 。 


非 放射 性 示 踪 剂 


正如 我 们 在 本 节 前 面部 分 所 指出 的 ， 放 射 性 示 
踪 的 最 大 优点 是 它 的 灵敏 性 ， 而 现在 非 放 射 性 示 踪 
物 的 灵敏 度 已 经 可 与 其 放射 性 的 前 辈 竞争 了 。 这 是 


人 ol fe © 
(a) 与 生物 素 标记 的 (b) 变性 + (c) 与 DNA 
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图 5. 11 用 非 放射 性 探 针 检测 核酸 。 这 类 技术 通常 是 间接 的 ， 通 过 与 标记 的 探 针 杂交 检测 目的 核酸 ， 而 
对 探 针 的 检测 又 依赖 其 产生 有 色 或 发 光 物质 的 能 力 。 在 本 例 中 实施 了 以 下 操作 步 又。(a) 在 带 有 生物 素 
WE GEE) 的 dUTP 存在 时 复制 探 针 DNA， 合 成 生物 素 标 记 的 探 针 DNA; (b) 探 针 变性 ;(c) 将 探 
针 与 待 检测 的 DNA (粉红 色 ) AX: (D 将 杂交 产物 与 含有 生物 素 抗体 和 碱 性 磷酸 酶 缺口 圆 与 又 )》 的 
双 功 能 试剂 混合 ， 生 物 素 抗体 特异 地 与 探 针 上 的 生物 素 紧密 结合 ，(e) 加 入 一 种 磷酸 化 的 复合 物 ， 一 旦 
其 磷酸 基 被 去 除 就 转变 为 化 学 发 光 物质 ，(f) HEERE EDERE REAR ER, E 
之 成 为 化 学 发 光 物质 发 射 光 )。 化 学 发 光 物质 发 出 的 光 可 用 XX 射线 胶片 检测 。 
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一 个 显著 的 优势 ， 因 为 放射 性 同位 素 具 有 潜在 的 危 
害 健康 的 问题 ， 使 用 时 必须 非常 小 心 。 而 且 放射 性 
示 踪 物产 生 放射 性 废物 ， 处 置 这 些 废物 日 益 困难 且 
很 昂贵 。 非 放射 性 示 踪 物 怎样 与 放射 性 示 踪 物 的 灵 
敏 度 竞争 呢 ? 答案 是 利用 酶 的 倍增 效应 。 将 酶 侦 联 
到 用 于 检测 目的 分 子 的 探 针 上 ， 酶 会 产生 许多 产物 
分 子 从 而 将 检测 信号 放大 。 若 酶 的 产物 是 化 学 发 光 
的 〈chemiluminescent) 〈 如 萤火虫 尾部 的 发 光 )， 则 
效果 会 更 好 ， 因 为 每 个 分 子 都 发 出 许多 光子 从 而 将 
信号 再 次 扩大 。 图 5. 11 是 一 种 化 学 发 光 示 踪 物 的 原 
理 ， 发 出 的 光 可 以 通过 X 线 胶片 放射 自 显 影 或 磷 屏 
成 像 检测 。 

为 避免 磷 屏 成 像 或 X 线 胶片 的 花费 ， 也 可 以 使 
用 能 发 生 颜色 变化 而 不 是 形成 化 学 发 光 物 的 酶 底 物 。 
这 些 发 色 底 物 (chromogenic substrate) 产生 与 酶 的 
位 置 相 对 应 的 有 色 条 带 ， 即 与 目的 分 子 的 位 置 相 对 
应 。 颜 色 的 亮度 与 目的 分 子 的 量 直接 相关 ， 所 以 也 
是 一 种 定量 方法 。 

小 结 “ 现 在 已 经 有 非常 灵敏 的 非 放射 性 标记 
示 踪 物 了 。 利 用 化 学 发 光 示 踪 物 可 以 像 放射 性 那 
样 通过 放射 自 显影 或 砚 屏 成 像 来 检测 ， 而 产生 有 
色 产 物 的 示 踪 物 可 通过 直接 观察 出 现 的 有 色 斑 点 
进行 检测 。 


5.3 ”利用 核酸 杂交 


杂交 现象 ， 即 一 条 核酸 单 链 和 另 一 条 与 之 互补 
碱 基 序 列 的 单 链 形成 双 螺旋 的 能 力 ， 是 现代 分 子 生 
物 学 的 主干 技术 之 一 。 我 们 在 第 4 章 接触 过 叭 菌 班 
及 菌落 杂交 ， 这 里 进一步 介绍 几 个 杂交 技术 的 例子 。 
Southern 印迹 :鉴定 特异 性 DNA 
片段 

许多 真 核 基因 都 是 亲缘 关系 较 近 的 基因 家 族 的 一 
部 分 。 那 么 ， 怎 样 确定 某 个 特定 基因 家 族 的 成 员 数目 
呢 ? 如 果 已 经 克隆 到 了 这 个 基因 家 族 的 一 个 基因 ， 甚 
至 是 “部 分 ”cDNA， 那 么 就 能 估算 出 这 个 数目 。 

首先 用 限制 酶 切割 从 生物 体 提 取 的 基因 组 
DNA。 最 好 用 EcoRI 或 者 HindIII 等 识别 6bp 的 限 
制 酶 酶 切 位 点 。 这 些 酶 会 产生 数 千 个 平均 大 小 约 
4000bp 的 基因 组 DNA 片段 。 然 后 ， 在 琼脂 糖 凝 胶 
上 电泳 分 离 这 些 片 段 (图 5. 12) 。 如 果 通 过 染色 显 
示 ， 其 结果 将 是 数 千 条 带 组 成 的 模糊 条 纹 ， 无 法 区 
分 (简洁 起 见 ， 图 5. 12 只 显示 了 几 个 条 带 )。 最 后 ， 
用 标记 的 探 针 与 这 些 条 带 杂 交 ， 就 可 以 看 到 其 中 有 
多 少 含有 目的 基因 的 编码 序列 。 当 然 ， 在 此 之 前 要 


先 把 这 些 条 带 转移 到 一 个 方便 杂交 的 介质 上 。 


琼脂 糖 凝 胶 
电泳 分 离 DNA 片 段 


将 DNA 变 性 并 转 膜 


Exe 
带 有 DNA 条 带 的 凝 胶 
滤纸 条 


缓冲 液 


Southern 印 迹 :看 不 见 的 
DNA 条 带 转 到 膜 上 


用 非特 异性 DNA 或 
AMHA, 然后 
与 标记 的 探 针 温 育 


照相 检测 


[= 阳性 条 


Ek 


图 5.12 Southern 印迹 。 首 先 ， 在 琼脂 糖 凝 胶 
上 对 DNA 片段 进行 电泳 。 接 着 ， 对 DNA 进行 
碱 变性 ， 将 单 链 DNA 从 凝 胶 上 转移 到 硝酸 纤维 
素 膜 或 类 似 材料 上 。 可 用 两 种 方法 完成 这 一 步 : 
扩散 法 ， 如 图 中 所 示 ，DNA 随 着 缓冲 液 通过 凝 
RRs 另 一 种 是 电泳 法 (未 显示 )。 接 下 来 ， 将 标 
记 的 探 针 与 印迹 膜 杂 交 ， 通 过 放射 自 显影 或 磷 
屏 成 像 检测 被 标记 的 条 带 。 


Edward Southern 是 这 一 技术 的 创始 人 。 如 图 
5. 12 所 描述 的 那样 ， 他 将 琼脂 糖 凝 胶 上 的 DNA 片 
段 通过 扩散 法 转移 或 者 印迹 到 硝酸 纤维 膜 上 ， 央 此 
这 一 过 程 被 叫做 Southern 印迹 (Southern blot) 。 现 
在 多 采用 电 转 移 将 DNA 条 带 从 凝 胶 转移 到 膜 上 。 
在 转 膜 印迹 之 前 ,将 DNA 片段 碱 变性 产生 单 链 
DNA 以 便 与 硝酸 纤维 膜 结合 ， 形 成 Southern 印迹 。 
现在 已 有 比 硝酸 纤维 素 膜 更 好 的 介质 可 供 使 用 ， 尼 
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标记 的 DNA 前 体 存在 条 件 下 ， 加 入 DNA 聚合 酶 对 
克隆 的 DNA 进行 标记 ， 再 将 标记 的 探 针 变 性 并 与 
Southern 印迹 膜 杂交 。 当 探 针 遇 到 与 之 互补 的 DNA 
序列 时 ， 就 杂交 形成 被 标记 的 条 带 ， 与 之 相对 应 的 
DNA 片段 含有 目的 基因 。 最 后 ， 通 过 X 射线 胶片 放 
射 性 自 显影 或 磷 屏 成 像 就 可 看 见 被 标记 的 条 带 。 

如 果 只 看 到 一 个 条 带 ， 解 释 起 来 相对 简单 ， 可 
能 只 有 一 个 基因 含有 与 CDNA 探 针 互补 的 序列 。 一 
个 基因 (如 组 蛋白 基因 或 核糖 体 RNA 基因 ) 可 能 
多 次 重复 串联 ， 在 基因 的 每 个 拷贝 中 只 有 一 个 限制 
酶 位 点 ， 这 会 得 到 一 条 很 黑 的 条 带 。 如 果 看 到 的 是 
多 个 条 带 ， 可 能 有 多 个 基因 与 探 针 相 匹配 ,但 是 很 
难 准 确 判断 出 到 底 有 多 少 个 。 当 一 个 基因 中 含有 一 
个 以 上 酶 切 位 点 时 也 可 以 形成 多 个 条 带 ， 使 用 短 探 
针 可 减 小 这 一 问题 ， 如 用 100~200bp 的 cDNA 限制 
酶 酶 切片 段 作 探 针 。 一 个 平均 约 每 4000bp 切割 一 次 
的 限制 酶 ， 不 会 在 与 小 探 针 杂交 基因 的 100 一 200bp 
区 域内 切割 。 如 果 用 短 探 针 杂交 后 仍 得 到 大 量 条 带 ， 
这 可 能 代表 的 是 一 个 基因 家 族 ， 其 家 族 成 员 的 序列 
与 探 针 杂 交 的 区 域 相似 或 者 完全 相同 。 

AMA 标记 的 DNA (或 RNA) 探 针 可 用 于 
与 Southern 印迹 膜 上 序列 相同 或 相近 DNA 的 杂 
交 。 与 短 探 轩 杂交 的 条 带 数 可 以 估计 出 在 一 个 生 
物 中 紧密 相关 基因 的 数目 。 


DNA 指纹 技术 和 DNA 分 型 


Southern 印迹 技术 不 仅仅 是 一 种 研究 工具 ， 而 
且 还 广泛 应 用 于 法 医 实验 富 以 鉴别 在 犯罪 现场 留 下 
的 血迹 或 其 他 含 DNA 物质 的 个 体 。 这 种 DNA 分 型 
(DNA typing) 源 自 于 1985 年 Alec Jeffreys 及 同事 
的 一 个 发 现 。 当 时 他 们 正在 研究 人 类 血液 中 e 球 蛋 
白 基 因 的 一 个 DNA 片段 ， 发 现 其 中 有 一 段 含 数 个 
碱 基 重 复 的 序列 ， 这 种 重复 的 DNA 叫做 小 卫星 
《minisatellite)。 更 有 趣 的 是 ， 他 们 还 在 人 类 基因 组 
的 其 他 位 置 发 现 了 类 似 的 小 卫星 序列 ， 而 且 同 样 有 
数 次 重复 ,这 一 看 似 简单 的 发 现 产生 了 一 个 影响 深 
远 的 结果 ， 因 为 不 同 个 体 基本 序列 的 重复 方式 不 一 
样 。 实际 上 这 种 差异 有 足够 大 ,使 任意 两 个 个 体 具 
有 完全 相同 重复 方式 的 概率 是 随机 的 ， 意 味 着 这 些 
重复 方式 就 像 指 纹 一 样 ， 因 此 把 它们 叫做 DNA 指纹 
(DNA fingerprint) 。 

DNA 指纹 实际 上 就 是 一 个 Southern 印迹 。 为 
获得 DNA 指纹 ,研究 者 首先 用 限制 酶 如 HaeIID 
切割 所 研究 的 DNA， 选 用 Haelll 是 因为 在 Jeffreys 
发 现 的 这 种 重复 序列 中 不 含 Hael 酶 切 位 点 。 如 图 
5. 13a 所 示 ， 这 表明 Haelll 在 小 卫星 区 域 的 两 边 而 


。78 。 


不 会 在 其 内 部 切割 。 这 种 情况 下 ，DNA 有 三 组 重复 
区 域 ， 分 别 含有 4、3、2 个 重复 ， 酶 切 后 会 出 现 包 
含 这 些 重复 序列 的 3 个 大 小 不 等 的 片段 。 将 这 些 片 
段 电泳 、 变 性 、 印 迹 ， 然 后 用 一 个 标记 的 小 卫星 
DNA 与 该 印迹 杂交 ， 杂 交 后 用 X 射线 胶片 自 显影 或 
磷 屏 成 像 检测 标记 的 条 带 。 本 例 中 有 3 个 条 带 被 标 
记 ， 所 以 在 胶片 上 会 出 现 3 个 黑色 条 带 (图 5. 13d)。 
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图 5.13 DNA 指纹 技术 。 (a) 首先 ， 用 限制 酶 
切割 DNA。 本 例 中 Haelll 酶 在 7 个 位 点 切割 
DNA (第 头 所 示 )， 产 生 8 个 片段 ， 仅 3 个 片段 
( 按 大 小 标记 为 A、B、C) AHAMIE DNA, 用 
蓝 色 盒 表 示 。 其 他 片段 含 不 相关 DNA 序列 。 
(b) 电泳 (a) 中 的 片段 ,使 其 按 大 小 分 离开 。 
所 有 8 个 片段 都 在 凝 胶 中 ,但 是 看 不 见 ， 用 虚线 
表示 。(c) 将 DNA 片段 变性 并 进行 Southern 印 
迹 。(d) 将 Southem 印迹 膜 上 的 DNA 片段 与 带 有 
若干 个 小 卫星 拷贝 的 放射 性 DNA 杂交 。 探 针 与 带 
有 小 卫星 的 3 个 片段 结合 ， 不 与 其 他 几 个 片段 结 
合 。 最 后 ， 用 XXX 线 胶片 检测 3 个 标记 的 条 带 。 


真实 的 动物 基因 组 要 比 这 个 例子 中 的 DNA 片 
段 复杂 得 多 ， 因 此 含有 与 探 针 反应 的 微 卫 星 序列 的 
片段 会 远 远 多 于 3 个。 图 5. 14 是 几 个 无 关 人 员 以 及 
一 对 同 孵 双生 子 的 DNA 指纹 。 正 如 我 们 前 面 所 说 
的 ， 图 中 任意 两 个 个 体 之 间 重 复 片段 的 差异 非常 大 ， 
除非 他 们 是 同 孵 双 生子 ,这 种 复杂 性 使 DNA 指纹 
成 为 一 种 非常 有 效 的 鉴定 技术 。 
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图 5.14 DNA 指纹 。(a) 9 个 泳 道中 的 DNA 样 
品 来 自 9 个 不 相关 的 白人 受 试 者 。 注 意 没 有 两 个 
完全 一 样 的 图 谱 ， 特 别 是 在 上 端 部 分 。(b) 两 条 
泳 道中 的 DNA 来 自 同 卵 双生 者 ， 所 以 图 谱 相 同 
(虽然 10 道 的 DNA 重量 比 11 道 的 多 )。 
(Source: G. Vassart et al., A sequence in M13 
phage detects hypervariable minisatellites in hu- 
man and animal DNA. Science 235 (6 Feb 1987) 
p. 683, f. 1. © AAAS, ) 


DNA 指纹 技术 和 DNA 分 型 在 法 
医学 中 的 应 用 

DNA 指纹 的 一 个 宝贵 特征 是 ， 虽 然 几 乎 所 有 个 
体 都 有 不 同 的 图 谱 〈pattern)， 但 是 部 分 图 谱 〈 几 组 
条 带 ) 是 按照 孟 德尔 定律 遗传 的 。 所 以 ，DNA 指纹 
可 用 于 建立 亲子 关系 。 英格兰 的 一 桩 移民 案 很 好 地 
诠释 了 这 一 技术 的 威力 。 有 一 个 出 生 在 英格兰 的 加 
纳 男 孩 返 回 加 纳 与 他 的 父亲 一 起 生活 ， 当 他 想 返 回 
英国 与 母亲 一 起 生活 时 ， 英 国 当 局 怀疑 他 是 那 位 妇 
人 的 儿子 还 是 侄子 。 来 自 血型 基因 的 信息 十 分 模糊 ， 
但 是 这 个 男孩 的 DNA 指纹 证 实 了 他 们 之 间 的 确 是 
母子 关系 。 

除了 亲子 鉴定 外 ，DNA 指纹 技术 还 可 用 于 罪犯 
鉴定 ， 因 为 理论 上 每 个 人 的 DNA 指纹 都 是 独特 的 ， 
就 像 传 统 意义 上 的 指纹 。 因 此 如 果 罪 犯 把 他 的 细胞 
(如 血液 、 精 液 、 头 发 等 ) 留 在 犯罪 现场 ， 通 过 这 些 
细胞 的 DNA 就 可 以 确认 他 。 然 而 ， 正 如 图 5. 14 中 
所 示 ，DNA 指纹 含有 数 百 个 条 带 ， 非 常 复杂 ， 有 些 
条 带 混在 一 起 难以 辨别 。 

为 解决 这 一 问题 ， 法 医学 家 开发 了 新 的 探 针 ， 
这 些 探 针 与 单一 的 、 在 个 体 中 有 很 大 变异 的 DNA 
位 点 杂交 ， 而 不 是 像 标 准 DNA 指纹 那样 与 所 有 的 


DNA 位 点 都 杂交 。 每 个 探 针 产 生 非 常 简单 的 样式 ， 
只 有 一 个 或 几 个 条 带 。 这 就 是 限制 性 片段 长 度 多 态 
性 (restriction fragment length polymorphyism, 
RFLP) 的 一 个 例子 ， 此 方法 将 在 第 24 章 详细 介绍 。 
能 够 产生 RFLP 是 由 于 指定 位 点 的 限制 性 片段 的 大 
小 在 个 体 间 有 差异 。 当 然 ， 单 个 探 针 本 身 不 能 像 具 
有 众多 条 带 的 完整 DNA 指纹 那样 作为 一 个 有 力 的 
鉴定 工具 ， 但 是 用 4 或 5 个 探 针 的 组 合 就 能 提供 足 
够 多 的 不 同 条 带 用 于 鉴定 。 有 时 我 们 仍 把 这 种 分 析 
方法 叫做 DNA 指纹 , 但 实际 上 更 具体 的 术语 是 
DNA 分 型 (DNA typing). 

有 一 个 早期 的 关于 DNA 分 型 的 戏剧 性 故事 。 
说 是 有 一 个 人 趁 一 对 夫妇 熟睡 时 将 他 们 杀 死 在 一 辆 
敞篷 卡车 中 ，40min 后 他 又 返回 案 发 地 强奸 了 那 名 
妇女 。 这 一 行为 不 仅 加 重 了 犯罪 ， 也 给 法 医学 家 提 
供 了 证 明 罪 犯 的 方法 。 法 医学 家 从 他 留 下 的 精细 胞 
中 提取 了 DNA 并 进行 DNA 分 型 ， 结 果 表 明 其 
DNA 分 型 图 谱 与 嫌疑 人 的 完全 匹配 ， 这 一 证 据 帮 助 
陪审 团 裁定 了 被 告 有 罪 。 图 5. 15 是 用 DNA 分 型 鉴 
定 另 一 个 强奸 嫌疑 人 的 例子 ， 嫌 疑 人 的 DNA 分 型 
图 谱 很 明显 与 遗留 精液 中 的 DNA 相 匹 配 。 这 是 单 
一 探 针 杂交 产生 的 结果 ， 其 他 探 针 同样 也 提供 了 与 
精子 DNA 匹配 的 样式 。 

DNA 分 型 的 另 一 个 优点 是 其 高 度 的 灵 丝 性 ， 只 
需要 几 滴 血 液 或 精液 就 足以 完成 一 次 检测 。 但 是 有 
时 法 医学 家 得 处 理 甚至 更 少 的 样品 ， 如 被 受害 者 扯 
下 的 一 根 头 发 。 虽 然 这 根 头发 本 身 不 足以 做 DNA 
分 型 ， 但 是 如 果 它 带 有 毛囊 细胞 就 有 用 了 ， 从 这 些 
细胞 选择 的 DNA 片段 可 以 通过 PCR 扩 增 ， 然 后 进 
行 分 型 。 

尽管 DNA 分 型 具有 精确 性 ， 但 是 在 法 庭 上 还 
是 受到 了 有 效 地 挑战 ， 最 著名 的 就 是 1995 年 洛杉矶 
的 Simpson 案件 。 被 告 辩护 律师 把 焦点 集中 在 两 个 
有 关 DNA 分 型 的 问题 上 。 首 先是 由 于 DNA 分 型 的 
灵敏 度 非常 高 ， 操 作 时 必须 十 分 小 心 才能 得 到 有 意 
义 的 结果 ; 二 是 对 得 到 的 数据 进行 分 析 所 使 用 的 统 
计 学 方法 一 直 有 争议 。 第 二 个 问题 的 核心 是 围绕 应 
用 乘法 定 则 〈product rule) 确定 DNA 分 型 结果 是 
否 能 唯一 地 鉴定 嫌疑 人 的 问题 。 例 如 ， 用 一 个 给 定 
探 针 从 一 般 人 群 的 100 个 人 中 探测 某 个 人 的 给 定 等 
位 基因 (在 这 个 例子 中 是 一 系列 条 带 )。 该 探 针 与 指 
定 的 某 个 人 相 匹配 的 概率 是 1% (10), MER 
们 用 5 个 探 针 ， 并 且 5 个 等 位 基因 都 与 嫌疑 人 匹配 ， 
那么 这 种 匹配 的 概率 就 是 每 个 探 针 匹 配 概率 的 乘积 ， 
即 (10 2)5 或 10 8。 因为 现在 地 球 人 口 不 到 10° 
(10042) 人 ， 这 就 意味 着 DNA 分 型 从 统计 学 上 排 
除了 嫌疑 人 之 外 的 其 他 人 。 考 虑 到 一 些 少数 民族 与 
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图 5.15 利用 DNA 分 型 辅助 鉴定 强奸 犯 。 两 名 嫌疑 人 被 指控 袭击 和 强奸 一 位 年 轻 妇女 ， 对 嫌疑 人 和 受害 者 
的 多 个 DNA 样本 进行 了 分 析 。 泳 道 1、5 和 9 是 已 知 的 标准 DNA， 泳 道 2 是 嫌疑 人 A 的 血细胞 DNA, ok 
道 3 是 受害 人 衣服 上 残留 的 精液 样本 DNA， 泳 道 4 是 嫌疑 人 B 的 血细胞 DNA， 泳 道 6 是 受害 人 阴道 擦拭 样 
本 的 DNA〈 也 有 微量 受害 者 自身 的 DNA), 泳 道 7 是 受害 者 的 血细胞 DNA， 泳 道 8 是 DNA 阳性 对 照 。 泳 
道 10 是 无 DNA 的 阴性 对 照 。 以 这 些 证 据 为 基础 ， 嫌 疑 人 B 被 判 有 罪 。 注 意 泳 道 4 的 DNA 片段 与 瀛 道 3 受 
害 者 衣服 上 的 精液 样本 和 泳 道 6 阴道 拭 擦 样本 的 DNA 一 致 


某 些 探 针 可 能 有 更 高 的 匹配 概率 ， 起 诉 人 已 经 用 了 
比较 保守 的 估计 。 然 而 ， 大 于 百 万 分 之 一 的 匹配 率 
仍 会 不 断 出 现 ， 因 此 在 法 庭 上 具有 极 强 的 说 服 力 。 
当然 ，DNA 分 型 不 只 用 于 鉴定 罪犯 ， 它 同样 可 以 用 
于 排除 嫌疑 人 《图 5. 15 中 嫌疑 人 AD. 

小 结 ”现代 DNA 分 型 技术 使 用 一 组 DNA 探 
针 鉴定 动 物 个 体 包括 人 的 可 变 位 点 。 作 为 一 种 取 
证 工具 它 可 用 于 亲子 鉴定 、 罪 犯 鉴定 及 排除 无 事 
人 员 的 嫌疑 。 

原 位 杂交 : 基因 在 染色 体 中 的 定位 ”本 章 已 经 
介绍 了 利用 探 针 鉴定 Southern 印迹 膜 上 的 条 带 是 否 
含有 目的 基因 。 标 记 的 探 针 还 可 与 染色 体 杂 交 用 于 
鉴定 哪个 染色 体 含有 目的 基因 。 原 位 杂交 (in situ 
hybridization) 的 原理 是 将 细胞 中 的 染色 体 展开 ， 将 
DNA 部 分 变性 以 产生 能 与 探 针 杂交 的 单 链 区 域 。 染 
色 体 被 染色 、 杂 交 后 ， 用 X 线 胶片 检测 展开 的 染色 
体 上 被 标 记 的 基因 。 染 色 的 目的 是 为 了 能 看 清 并 辨 
认 出 不 同 的 染色 体 ， 而 感光 底片 的 黑 点 可 以 定位 标 
记 的 探 针 从 而 显示 与 此 探 针 杂 交 的 基因 。 

也 可 用 其 他 方法 标记 探 针 。 图 5. 16 是 二 确 基 酚 
标记 的 DNA 探 针 将 肌 糖 原 磷酸 化 酶 基因 定位 在 人 
11 号 染色 体 上 ， 这 种 二 硝 基 酚 可 用 荧光 抗体 检测 。 
染色 体 被 碘 化 丙 啶 复 染色 发 出 红色 荧光 ， 在 这 种 背 
SRP 11 号 染色 体 上 探 针 抗体 的 黄色 荧光 很 容易 看 
到 。 这 种 技术 也 叫做 荧光 原 位 杂交 (fluorescence in 
situ hybridization, FISH). 

小 结 “” 将 标记 的 探 针 与 整个 染色 体 杂 交 可 定 
位 基因 或 其 他 特定 的 DNA 序列 ， 这 种 技术 叫做 
原 位 杂交 。 如 果 探 针 是 荧光 标记 的 ， 那 么 这 种 技 
+ 80° 


图 5.16 利用 染色 体 荧 光 探 针 原 位 杂交 寻找 基 
因 。 人 肌 糖 元 磷酸 化 酶 基因 的 特异 性 DNA 探 针 
与 二 硝 基 酚 偶 联 。 将 展开 的 人 染色 体 部 分 变性 
暴露 出 单 链 DNA 区 域 以 便 探 针 杂交 。 间 接 检测 
DNP 标记 探 针 杂交 位 点 的 方法 如 下 : 免 抗 DNP 
的 抗体 与 探 针 上 的 DNP 结合 ， 联 有 异 硫 氰 酸 莞 
HR FITO 的 羊 抗 免 抗 体 再 与 免 抗 体 结合 ， 
FITC 发 黄色 荧光 。 探 针 与 染色 体 的 杂交 位 点 显 
示 亮 的 黄色 英 光 斑点 ， 背 景 是 被 荧光 燃料 碳化 
丙 院 染色 的 红色 染色 体 。 分 析 表 明 肌 糖 元 磷酸 
化 酶 基因 位 于 11 号 染色 体 上 。(Source: Courte- 
sy Dr. David Ward, Science 247 (5 Jan 1990) 
cover, © AAAS.) 


术 就 叫做 荧光 原 位 杂交 FISH, 
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图 5.17 免疫 印迹 (Western 印迹 )。(a) 从 SDS-PAGE 分 高 蛋白 质 混合 物 开 始 ;(b) 分 离开 的 
RAR (BRAM) 被 印记 到 膜 上 ; 〈c) 用 原初 抗体 探测 膜 上 的 目的 蛋白 ， 这 里 抗体 与 其 中 一 个 
蛋白 质 发 生 了 反应 红色 ) ,但 是 目前 还 不 能 检测 该 反应 ;(d) 用 标记 的 第 二 抗体 (或 蛋白 质 A) 
检测 一 抗 进而 检测 目的 蛋白 ， 这 里 二 抗 结合 到 一 抗 上 ， 条 带 的 颜色 由 红色 变 为 紫色 ， 但 是 反应 还 
是 不 能 检测 ;(e) 最 后 ， 检 测 标记 的 条 带 ， 如 果 是 放射 性 标记 的 用 X 线 胶片 或 磷 屏 成 像 仪 ， 如 果 


是 非 放射 性 标记 的 可 用 图 5. 11 所 示 的 方法 检测 。 


Western 印迹 


免疫 印迹 immunoblot) 《也 叫做 Western 印 
迹 ， 沿 用 了 Southern 的 命名 系统 ) 采用 与 Southern 
印迹 相同 的 实验 模式 : 将 分 子 电泳 后 印迹 到 膜 上 再 
做 鉴定 。 但 是 免疫 印迹 是 对 蛋白 质 电泳 而 不 是 核酸 。 
我 们 已 经 看 到 Southern 印迹 膜 上 的 DNA 是 通过 与 
PRICIER ARS BT MR REEE, T 
杂交 作用 只 适用 于 核酸 ， 如 何 对 印迹 的 蛋白 质 做 鉴 
定 呢 ? 需要 采用 对 特定 蛋白 质 的 专 一 性 抗体 (或 抗 
血清 )。 这 个 抗体 与 印迹 膜 上 的 目的 蛋白 结合 ， 然 后 
用 标记 的 第 二 抗体 〈 如 在 免疫 球 蛋 白 lgG 中 识别 所 
有 免 抗体 的 羊 抗体 )， 或 标记 的 IgG 结合 蛋白 如 看 
白质 A) 与 已 经 结合 上 的 一 抗 结合 青 标记 带 有 目的 
蛋白 的 条 带 〈 根 据 抗体 是 免疫 系统 的 产物 而 产生 了 
“免疫 印迹 ”这 一 术语 )。 免 疫 印 迹 可 以 告诉 我 们 混 
合 物 中 是 否 存在 某 种 特殊 蛋白 ， 也 能 给 出 该 蛋白 质 
粗略 的 定量 。 

为 什么 要 用 第 二 抗体 或 蛋白 A， 而 不 直接 用 标 
记 的 原初 抗体 呢 ? 主要 原因 是 这 需要 一 一 标记 不 同 
的 抗体 用 于 一 系列 免疫 印迹 膜 ， 而 用 不 标记 的 原初 
抗体 更 简单 和 便宜 ， 可 以 购买 与 任何 一 抗 都 能 结合 
并 检测 的 标记 好 的 二 抗 或 蛋白 A。 图 5. 17 给 出 了 对 
特定 蛋白 质 制备 和 探测 免疫 印迹 膜 的 过 程 。 


DNA 测序 


1975 年 ，Frederick Sanger 及 同事 ， 以 及 Alan 
Maxam 和 Walter Gilbert 研究 出 两 种 不 同 的 方法 测 
定 克 隆 的 DNA 片段 中 准确 的 碱 基 序列 。 这 一 激动 
人 心 的 重大 突破 使 分 子 生物 学 发 生 了 革命 ，Sanger 
和 Gilbert 也 因此 获得 1980 年 诺 贝尔 化 学 奖 。 这 两 
种 方法 使 分 子 生 物 学 家 能 够 确定 数 千 种 基因 的 碱 基 
顺序 ， 以 及 许多 完整 基因 组 〈 包 括 人 类 基因 组 的 几 
乎 30 亿 个 碱 基 对 )。 现 代 DNA 测序 技术 源 于 Sanger 


法 ， 这 里 对 这 种 方法 做 一 介绍 。 

Sanger 链 末 端 终止 测序 法 (Sanger chain-termi- 
nation sequencing method) 。 用 Sanger 最 初 的 方法 
测序 一 段 DNA 序列 的 原理 见 图 5. 18。 在 应 用 上 ， 
该 过 程 不 需 再 手动 操作 了 ， 在 下 一 节 将 介绍 该 技术 
是 如 何 自动 操作 的 。 最 初 的 测序 方法 首先 需要 将 
DNA 克隆 到 载体 中 ， 如 M13 噬菌体 载体 或 者 噬 菌 
粒 ， 产 生 单 链 DNA。 现 在 可 以 从 双 链 DNA 开始 了 ， 
通过 简单 的 加 热 产生 单 链 DNA 用 于 测序 。 然 后 将 
一 段 长 约 20 个 碱 基 的 寡 核 苷 酸 引 物 与 单 链 DNA 杂 
交 。 引 物 与 载体 多 克隆 位 点 相 邻 的 一 段 序 列 杂交 ， 
并 且 其 3 端 朝向 多 克隆 位 点 处 的 插入 片段 。 

用 DNA 聚合 酶 的 Klenow 片段 (第 20 W) 延 
伸 引 物 ， 合 成 与 插入 片 段 互补 的 DNA. Sanger 法 的 
技术 要 点 在 于 DNA 合成 反应 分 别 在 4 个 试管 中 独立 
进行 ， 且 每 管 各 有 一 种 不 同 的 链 终止 剂 。 链 终止 剂 
是 一 种 双 脱 氧 核 背 酸 (dideoxy nucleotide)， 如 双 脱 
M ATP (ddATP)。 这 种 终止 剂 不 仅 像 正 常 的 DNA 
前 体 物 那样 在 2 位 脱氧 ， 它 的 3' 位 也 是 脱氧 的 。 终 
止 剂 由 于 缺乏 必需 的 3'- 羟 基 ， 不 能 形成 磷酸 二 酯 
键 ， 因 此 称 为 链 终 止 剂 。 一 旦 双 脱 氧 核 苷 酸 失信 延 
长 中 的 DNA 链 上 ，DNA 合成 就 会 终止 。 

双 脱 氧 核 苷 酸 本 身 根本 不 允许 DNA AR, Mi 
以 必须 加 入 过 量 的 脱氧 核 苷 酸 和 足够 的 双 脱氧 核 苷 
酸 以 便 随机 终止 DNA 链 的 延伸 。DNA 生长 的 随机 
停止 意味 着 有 的 DNA 链 终止 的 早 些 ， 有 的 则 晚 些 。 
每 个 试管 中 各 有 一 种 双 脱氧 核 苷 酸 ， 试管 1 是 
ddATP, 因此 终止 全 部 发 生 在 A 处 。 试 管 2 是 
ddCTP, 终止 全 部 发 生 在 C 处 。 其 他 两 个 试管 依 此 
类 推 。 同 时 ， 每 个 试管 中 都 有 放射 性 dATP， 这 样 
DNA 产物 就 具有 放射 性 。 

结果 每 个 管 中 都 产生 了 一 系列 长 度 不 等 的 片段。 
在 试管 1 中 全 部 片段 都 以 A 结尾 ; 试管 2 中 全 部 以 
CHR: 试管 3 中 以 G 结尾 ; 试管 4 中 以 了 结尾 。 
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(a) 引物 延伸 反应 


人 


} TACTATGCCAGA 大 
21nt 引 物 
与 ddTTP 一 起 复制 
7 EEC + 
—_ AG 
(26 碱 基 ) 
(b) 4 个 反应 的 产物 : 
管 1:ddA 反 应 的 产物 管 3:ddC 反 应 的 产物 
模板 : TACTATGCCAGA 模板 : TACTATGCCAGA 
(22) 一 一 一 人 @ (28) ATGATA@ 
(25) ATG) (32) ATGATACGGT@ 
(27) ATGATQ 
管 2:ddG 反 应 的 产物 管 4:ddT 反 应 的 产物 
模板 : TACTATG@CCAGA — 模板 : TACTATGCCAGA — 
(24) ATO (23) 一 一 一 #9 
(29) ATGATAC® (26) ATGAD 
(30) ATGATACG@ (31) ATGATACGG@ 
(33) ATGATACGGTC@ 
(c) 产物 电 沪 
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5'-ATGATACGGTCT-3' 


图 5.18 DNA 测序 的 Sanger 双 脱氧 法 。(a) 引物 延伸 〈 复 制 ) 反应 。 本 例 中 ， 用 21nt 的 引物 与 待 测序 的 
单 链 DNA 杂交 ， 然 后 与 DNA RA BEE Klenow 片段 和 dNTP 底 物 混合 进行 复制 。 每 管 中 含 有 一 种 双 脱 氧 
NTP, 会 在 一 定 的 碱 基 之 后 终止 复制 ， 这 里 用 的 是 ddTTP， 使 反应 终止 在 的 第 二 个 dTTP E. b) 4 个 
反应 的 产物 。 顶 部 显示 的 是 模板 链 ， 下 面 是 各 种 产物 。 每 个 产物 都 从 21nt 的 引物 开始 ， 在 3' 端 延伸 一 个 
或 多 个 核 苷 酸 ， 最 后 一 个 核 苷 酸 总 是 终止 反应 的 双 脱 氧 核 苷 酸 〈 带 圈 的 )。 每 个 产物 的 长 度 在 片段 左 端的 
括号 中 给 出 ，22 一 33 个 碱 基 。(c) 产物 的 电泳 。4 个 反应 的 产物 分 别 加 到 高 分 辩 率 凝 胶 的 平行 泳 道中 ， 按 
大 小 电泳 分 离开 。 从 底部 开始 ， 找 出 最 短 的 片段 〈A 泳 道 的 22nt)， 次 短 的 片段 (TT 泳 道 的 23nt) ， 依 次 
延长 就 可 以 读 出 DNA 产物 的 序列 。 当 然 这 是 模板 链 的 互补 序列 。 


接着 ， 将 这 4 组 反应 产物 在 变性 条 件 下 在 高 浓度 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 平行 的 泳 道内 电泳 。 由 于 是 在 变性 条 
件 下 电泳 ， 故 所 有 DNA 都 是 单 链 的 。 最 后 进行 放 
射 自 显影 显现 DNA 片段 ， 在 X 线 胶片 上 以 平行 条 
带 出 现 。 
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图 5. 18c 是 一 张 测 序 胶片 的 示意 图 。 序 列 阅读 
从 胶片 底部 的 第 一 个 条 带 开始 读 起 。 在 这 里 ， 第 一 
个 条 带 在 A 泳 道 ， 所 以 该 短片 段 是 以 A 结尾 。 现 在 
移 到 下 一 个 稍 长 的 片段 ， 即 胶片 的 向 上 一 个 片段 。 
凝 胶 电 泳 具有 极 高 的 分 辩 率 ， 至 少 在 片段 合成 到 非 


常 长 之 前 ， 仅 一 个 碱 基 之 差 的 片段 都 能 被 分 离开 。 
下 一 个 片段 比 第 一 个 多 一 个 碱 基 ， 出 现在 工 泳 道 ， 
所 以 一 定 是 以 T 结尾 。 因 此 ,我 们 就 得 到 了 序列 
AT。 按照 这 种 方法 接着 读 ， 从 下 向 上 就 会 获得 一 个 
完整 的 序列 如 图 右 侧 所 示 。 刚 开始 时 ， 读 到 的 只 是 
载体 多 克隆 位 点 的 部 分 序列 ， 但 是 不 会 太 长 DNA 
链 就 会 延伸 至 插入 序列 以 及 未 知 区 域 。 有 经 验 的 测 
序 者 从 一 张 胶片 中 可 连续 读 出 几 百 个 碱 基 序 列 。 

图 5. 19 是 一 张 典 型 的 测序 胶片 。 最 短 的 片段 
(在 最 底部 ) 位 于 C 泳 道中 ， 之 后 连续 6 个 条 带 均 位 
于 A 泳 道 。 所 以 该 序列 以 CAAAAAA 开始 。 很 容 
易 从 这 张 胶片 上 读 出 更 多 的 碱 基 顺 序 ， 你 可 以 自己 
试 一 下 。 


图 5.19 ”典型 的 测序 胶片 。 序 列 从 CAAAAAACGG 
开始 ， 由 下 到 上 可 以 读 出 整个 序列 (Source: Cour- 
tesy Life Technologies, Inc. , Gaithersburg, MD. ) 


自动 化 DNA 测序 上 述 这 种 “手动 ”测序 技术 
十 分 有 效 ， 但 是 仍然 相对 较 慢 。 如 果 要 测定 非常 大 
的 DNA， 如 人 类 基因 组 的 30 亿 个 碱 基 对 ， 那 么 就 
需要 快速 自动 化 的 测序 方法 。 事 实 上 DNA 自动 化 
测序 技术 已 经 使 用 了 多 年 。 图 5. 20a 是 一 种 自动 化 
测序 技术 ， 其 工作 原理 仍 是 基于 Sanger 的 链 终止 法 。 
所 使 用 的 双 脱 氧 核 苷 酸 ， 除 用 不 同 的 荧光 分 子 标记 
外 ， 与 手动 法 一 样 。 所 用 的 引物 ， 或 更 通俗 地 说 ，4 
组 反应 中 的 双 脱 氧 核 苷 酸 分 别 用 不 同 的 荧光 分 子 标 
记 ， 每 个 试管 的 产物 在 光 激发 下 会 发 出 不 同 颜色 的 
荧光 。 


在 延伸 反应 和 链 终止 完成 后 , 将 全 部 4 组 反应 
物 混合 ,在 一 个 短 的 凝 胶 细 柱 内 进行 同一 汶 道 电 汶 
(图 5. 20b) 。 秦 胶 底部 附近 是 一 个 分 析 嚣 ， 反 应 混 
合 液 通过 时 它 能 用 一 个 激光 束 激发 带 荧光 素 的 赛 术 
昔 酸 ， 然 后 用 电子 装置 检测 每 条 寡 核 昔 酸 发 出 的 荧 
光 颜 色 ， 同 时 将 信息 传输 到 电脑 中 ， 通 过 设 定 的 程 
序 将 颜色 信息 转化 成 碱 基 序列 。 如 果 电脑 “看 到 ” 
蓝 色 ， DERI AA TIE EMDR A IUR C 反应 ， 
因此 以 C 结尾 实际 是 ddC)。 绿 色 指示 AL ME 
G、 红 色 T.。 计算 机 打印 出 所 检测 的 每 个 荧光 条 带 
的 图 谱 ， 用 不 同 颜色 表示 碱 基 〈 如 图 5. 20c)， 并 将 
破 基 序列 储存 起 来 备用 。 

现在 ， 自 动 测序 仪 (automated sequencer 或 se- 
quenator) 可 以 很 简单 地 打印 出 序列 ， 或 直接 将 其 
输入 计算 机 进行 分 析 。 大 型 基因 组 计划 使 用 多 台 96 
道 甚至 384 道 测序 仪 同时 运行 以 获得 数 百 万 甚至 上 
亿 个 碱 基 序列 〈 见 第 24 音 )。 一 台 384 道 测序 仪 运 
行 3h 可 产生 200 000nt 的 序列 。 

小 结 Sanger DNA 测序 法 采用 双 脱 气 核 并 
酸 终止 DNA 合成 ， 产 生 一 系列 DNA 片段 ， 其 大 
小 可 通过 电泳 检测 。 因 为 已 经 知道 每 个 反应 由 哪 
种 双 脱 氧 核 蔡 酸 终止 ， 因 此 每 个 片段 的 最 后 一 个 
破 基 都 是 已 知 的 。 将 这 些 片段 按照 大 小 排列 ， 每 
个 片段 比 下 一 个 片段 多 二 个 厌 基 (是 已 知 的 )， 
就 可 以 知道 这 段 DNA 的 碱 基 顺 序 。 


限制 性 图 谱 


在 对 一 个 大 的 DNA 片段 测序 之 前 ， 一 般 要 初 
步 绘制 一 张 图 谱 ， 对 DNA 分 子 上 的 标记 进行 定位 。 
这 些 标记 不 是 基因 而 是 一 小 段 DNA 序列 ， 如 限制 
酶 的 酶 切 位 点 。 这 种 基于 物理 性 质 的 图 谱 很 自然 地 
叫做 物理 图 谱 〈physical map) 〔 如 果 仅 以 限制 酶 酶 
切 位 点 作为 标记 ， 则 叫做 限制 性 图 谱 restriction 
map). 

为 了 介绍 限制 性 图 谱 的 做 法 ， 让 我 们 看 一 下 图 
5. 21 的 一 个 简单 例子 。 以 一 个 1. 6kb (1600bp) 的 
Hind IIL 酶 切片 段 〈 图 5. 21a) 开始 。 用 另 一 个 限制 
酶 BamHI 酶 切 该 片段 后 得 到 两 条 长 度 分 别 为 1. 2kb 
和 0. 4kb 的 片段 ， 其 大 小 通过 电泳 测定 如 图 5. 21a。 
切 出 的 大 小 表明 ，BamHI 从 1. 6kb-Hind II 片段 的 
一 端 切 掉 0. 4kb， 另 一 端 切 掉 1. 2kb。 

现在 ,假设 把 1. 6kb Hind M 片段 克隆 到 一 个 
假定 质粒 载体 的 Hind N 位 点 ， 如 图 5. 21b 所 示 。 
由 于 不 是 定向 克隆 ， 该 片段 可 能 以 两 种 方向 插入 载 
体 : BamHI 酶 切 位 点 在 右 侧 图 5. 21 左边 的 图 )， 
或 BamHI 酶 切 位 点 在 左 侧 〈 图 5. 21 右边 的 图 )。 那 
么 ， 对 于 给 定 的 克隆 如 何 确定 片段 的 插 人 方向 呢 ? 
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(a) 引物 延伸 反应 


ddA 反 应 : ddC 反 应 : 
TACTATGCCAGA 一 一 一 TACTATGCCAGA 
ATG@ ——— ATGATA® 
引物 
ddG 反 应 : ddT 反 应 : 
TACTATGCCAGA 一 一 一 TACTATGCCAGA 
ATGATAC@ — ATG@ 
(b) 电泳 
— a 
— 6G 
一 一 A 
一 一 
— c 
— a 
一 一 T 
一 一 A 
— T 
= 
— A 
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条 带 发 射 荧光 — 一 激光 束 


检测 仪 激光 


图 5.20 自动 化 的 DNA 测序 。 (a) 引物 延伸 反应 与 手动 测序 一 样 ， 只 是 在 每 个 反应 中 引 
物 用 不 同 的 荧光 分 子 标 记 发 出 不 同 颜色 的 光 。 每 个 反应 只 显示 了 一 个 产物 ， 但 实际 上 就 像 
手工 测序 一 样 所 有 可 能 的 产物 都 有 。(b) 条 带 的 电泳 和 检测 。 通 过 电泳 分 离 各 种 大 小 的 引 
物 延伸 产物 。 根 据 引起 终止 反应 的 碱 基 类 型 的 颜色 表示 条 带 ( 即 绿色 是 以 ddA 结束 的 ， 蓝 
色 是 以 ddC 结束 的 等 )。 激 光 扫 描 仪 扫描 每 个 条 带 时 ， 激 发 其 荧光 标签 ， 检 测 仪 分 析 所 激 
发 光 的 颜色 。 这 些 信息 被 转化 成 碱 基 序列 并 存储 在 计算 机 中 。(c) DNA 自动 化 测序 结果 的 
输出 。 每 个 颜色 的 峰 图 表示 条 带 通过 激光 束 时 的 荧光 强度 。 图 中 所 选 峰 的 颜色 、(b》 中 条 
带 的 颜色 、(a) 中 标签 的 颜色 是 为 了 方便 ， 可 能 和 实际 不 一 致 
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图 5.21 简单 的 限制 酶 酶 切 图 谱 实 验 。(a) 确定 BamHI 的 位 点 。 用 BamHI 切割 1. 6kb 的 Hin- 
UIT 片段 得 两 个 片段 ， 其 大 小 经 电泳 检测 分 别 为 1. 2kb 和 0. 4kb 证 明 BamHI 切割 一 次 ，HindIlI 
片段 的 一 端 是 1. 2kb， 另 一 端 是 0.4kb。〈b) 确定 克隆 载体 上 Hindli 片段 的 方向 。1. 6kb 的 
HindIll 片段 可 按 了 两 种 可 能 的 方向 插入 克隆 载体 ，O BamHI 位 点 靠近 载体 的 EcoRI 位 点 ; 
加 BamHI 位 点 远离 载体 的 EcoRI 位 点 。 为 确定 具体 方向 ， 同 时 用 EcoRI 和 BamHI 酶 切 DNA 电 
泳 检测 产物 大 小 。 小 片段 〈0. 7kb) 表明 两 个 位 点 接近 〔 左 图 )， 长 片段 (1. 5kb) 说 明 两 个 位 点 


较 远 〈 右 图 ) 。 


为 回答 这 个 问题 ， 先 在 载体 中 确定 一 个 相对 于 
indII 克 隆 位 点 为 非 对 称 的 限制 酶 位 点 。 在 这 个 例 
子 中 ，EcoRI 位 点 距 HindIII 位 点 仅 0. 3kb。 这 表明 
如 果 用 BamHI 和 EcoRI 酶 切 左 图 中 的 DNA 克隆 ， 
将 会 得 到 大 小 分 别 为 3. 6kb 和 0. 7kb 的 两 个 片段 。 
如 果 同 样 用 这 两 种 酶 切割 右 图 中 的 克隆 ， 那 么 会 得 
到 2. 8kb 和 1. 5kb 两 个 片段 。 通 过 电泳 测定 酶 切片 
段 的 大 小 就 能 很 容易 地 区 别 这 两 种 可 能 性 ， 如 图 
5.21 底部 所 示 。 通 常 是 从 几 个 不 同 的 克隆 提取 


DNA， 每 个 克隆 的 DNA 均 用 这 两 种 酶 切割 ， 然 后 
将 这 些 酶 切片 段 在 并 排 的 泳 道中 电泳 ， 同 时 留 出 一 
个 泳 道 给 已 知 大 小 的 标准 片段 。 平 均 有 一 半 的 重组 
克隆 是 一 个 方向 ， 另 一 半 是 另外 一 个 方向 。 你 可 以 
用 同样 的 方法 回答 下 面 有 关 图 谱 的 问题 。 


问题 解答 


问题 2 
绘制 17kb 的 双 链 环 状 DNA 图 谱 。 如 图 5. 22a 
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所 示 ，HindIll 酶 切 两 次 ， 得 到 两 个 长 度 分 别 为 
11kb 和 6kb 的 片段 〈HindIILA 和 HindII-B), PstI 
也 酶 切 两 次 ， 产 生 两 个 长 度 分 别 为 skb 和 12kb 的 片 


(a) 


E (PstLA 和 PstLB)。 图 5.22b 是 以 上 4 个 片段 分 
别 用 另 一 种 酶 切 的 结果 ， 如 PstI 酶 切 HindIILA H 
段 可 产生 两 个 大 小 分 别 是 7kb 和 4kb 的 片段 。 


O 


fon NS 


(b) 
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图 5.22 未 知 DNA 的 限制 性 内 切 核酸 酶 图 谱 。 缩 略 词 ，H = HindIl 位 点 


请 标 出 所 有 4 个 限制 酶 位 点 在 环 状 DNA 上 的 
位 置 。 为 简化 起 见 ， 先 将 HindIILB 片段 放 在 环 的 
右上 角 ， 使 一 个 FindIII 位 点 在 DNA 环 的 正 上 方 
(在 12 点 处 )， 另 一 个 HindIII 位 点 在 4 点 处 ， 其 
Pst[ 位 点 靠近 4 点 这 一 端 。 
解答 

两 个 HindIII 片段 在 DNA 环 状 上 的 位 置 只 有 两 
种 可 能 方式 ， 需 要 确定 哪 种 是 正确 的 。 我 们 已 经 人 
为 地 将 两 条 HindIlI 片段 中 较 小 的 那个 放 在 DNA 环 
的 右上 角 ， 定 位 其 Poel 靠近 4 点 这 一 端 。 剩 下 的 唯 
一 问题 是 HindIIFA 的 方向 ， 它 的 Psl 位 点 是 靠近 
HindIIFB 片段 的 12 点 处 还 是 4 点 处 。 要 回答 这 一 
问题 ， 我 们 需要 考虑 PstI 酶 切片 段 的 大 小 。 假 设 让 
FindIILA 片段 的 Pstl 位 点 靠近 12 点 处 ， 如 图 
5. 23a 所 示 ， 由 于 该 位 点 距 HindIII 位 点 是 4kb， 而 
HindII-B 上 的 PstI 位 点 距 HindIII 位 点 5kb， 所 以 
用 Pst] 切割 质粒 应 得 到 9kb 的 片段 。 而且， 因为 质 
粒 全 长 为 17kb， 那么 另 一 条 Psl 片段 应 为 17 一 9 一 
8kb。 但 是 这 与 观察 到 的 结果 不 符 ， 因 此 第 二 种 可 能 
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图 5.23 未 知 DNA 可 能 的 两 个 图 谱 。 缩 略 词 : 
H=Hindlll 位 点 ;! P 一 PsrI 位 点 


性 一 定 是 对 的 。 来 证 明 一 下 ， 如 果 Hindlll-A 片段 
的 Ps 位 点 靠近 4 点 的 HindIII 位 点 ， 如 图 5. 23b 
所 示 ， 那 么 用 Pstl 酶 切 质 粒 应 产生 12kb (7+5) 和 


5kb 4+) 两 个 片段 。 这 正 是 实验 观察 到 的 ， 所 以 
这 是 正确 的 排列 。 

这 个 例子 相对 简单 ， 但 是 可 用 相同 的 逻辑 解决 
更 复杂 的 图 谱 问题 。 有 时 这 种 方法 有 助 于 标记 一 段 
限制 性 片段 放射 性 或 非 放射 性 标记 )， 并 与 另 一 个 
限制 酶 酶 切片 段 的 Southern 印迹 杂交 从 而 鉴定 片段 
闻 的 相互 关系 。 以 图 5. 24 所 示 的 线 状 DNA WH, 
在 不 使 用 杂交 技术 的 情况 下 我 们 也 能 推测 出 酶 切 位 
点 的 顺序 ， 但 是 这 并 不 容易 。 考 虑 仅 通过 几 个 杂交 
就 可 以 获得 的 信息 ， 如 将 EcoRI 酶 切片 段 做 South- 


E E 
3k 12kb 


em 印迹， 然后 与 标记 的 BamHLA 探 针 杂交 ， 则 
EcoRI-A 和 EcoREC 都 会 被 标记 ， 表 明 BamHLA 片 
段 与 这 两 个 EcoRI 片段 有 重 登 区 。 如 果 将 该 印迹 膜 
与 BamHIB 杂交 ， 则 EcoRI-A 和 EcoRI-D 会 被 标 
记 ， 表明 BamHIB 与 EcoRI-A 和 EcoRLD A BAR. 
最 终 通过 杂交 发 现 , 除了 BamHIA 和 BamHIB 以 
外 ， 没 有 别 的 BamHI 片段 与 EcoRI-A 杂交 ， 所 以 
BamHLA 和 BamHIB 一 定 是 相 邻 的 。 用 这 种 方法 ， 
我 们 可 以 拼 出 整个 30kb 片段 的 物理 图 谱 。 
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图 5.24 F Southern 印迹 绘制 限制 性 图 谱 。 绘 制 一 个 30kb 片段 的 图 谱 ， 它 被 EcoRI (E) 和 BamHI (B) 
分 别 酶 切 3 次 。 为 有 助 于 绘图 ， 先 用 EcoRI 酶 切 ， 电 泳 4 个 酶 切片 段 (EcoRI-A, EcoRT-B, EcoRI-C, 
EcoRI-D)， 然 后 Southern 印迹 并 与 标记 的 克隆 的 BamHIA 和 BamHI-B 片段 杂交 。 左 下 方 显示 的 结果 说 
明 BamHLA 片段 与 EcoRLA 和 -C Mi, BamHI-B 片段 与 KoRLA 和 EcoRI-D Wa. 这些 信 息 办 以 
EcoRI 片 段 的 BamHI 酶 切 结果 〈 反 之 亦 然 ) 可 拼接 出 完整 的 酶 切 图 谱 。 


小 结 ” 物 理 图谱 是 关于 DNA 分 子 上 的 物理 
“坐标 ”"， 如 限制 性 酶 切 位 点 等 的 空间 排列 顺序 。 
绘制 限制 性 图 谱 《 对 限制 性 位 点 的 作 图 》 的 一 个 
主要 策略 是 用 两 种 或 两 种 以 上 的 限制 酶 分 别 酶 切 
所 研究 的 DNA， 然 后 测定 每 个 酶 切片 段 的 大 小 ， 
再 用 另 一 种 限制 酶 切割 这 些 酶 切片 段 ， 用 凝 胶 电 
泳 分 别 测定 第 二 次 酶 切片 段 的 大 小 。 由 此 至 少 可 
确定 一 些 识别 位 点 与 其 他 识别 位 点 的 相对 位 置 。 
还 可 以 有 效 地 改进 这 一 过 程 ， 做 法 是 对 某 些 酶 切 


片段 做 Southern 印迹 然后 与 被 标记 的 另 二 种 酶 
的 酶 切片 段 杂交 ， 这 一 方法 可 以 显示 两 个 酶 切片 
段 之 间 是 否 有 重 全 。 

基于 克隆 基因 的 蛋白 质 工程 : 定 

点 诱 变 

通常 ， 生 化 学 家 习惯 用 化 学 的 方法 改变 所 研究 


蛋白 质 的 某 些 氨基 酸 ， 以 便 观察 这 些 改 变 对 蛋白 质 
活性 的 影响 。 但 是 ， 化 学 试剂 作为 蛋白 质 操作 的 工 
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具 太 困 难 了 ， 很 难保 证 只 有 一 个 或 一 类 氨基 酸 发 生 
改变 。 利 用 克隆 的 基因 能 使 这 类 研究 更 精确 ， 人 允许 
我 们 对 和 蛋白质 进行 显 微 操 作 。 通 过 改变 基因 中 的 特 
定 碱 基 ， 就 能 改变 该 基因 和 蛋白 质 产物 中 相应 位 点 的 
氨基 酸 ， 然 后 观察 这 些 改变 对 蛋白 质 功 能 的 影响 。 
假设 已 经 克隆 了 一 个 基因 ， 想 改变 该 基因 的 一 
个 密码 子 。 具 体 来 讲 ， 这 个 基因 编码 的 氨基 酸 序列 
包含 一 个 酪 氨 酸 , 而 酪 氨 酸 含有 一 个 酚 基 


《Go 


为 了 研究 这 个 酚 基 的 重要 性 ， 将 酷 氨 酸 的 密码 
PERE ARH BF. EARS AML 


但 是 它 所 合 的 基 团 不 是 酚 基 而 是 茶 基 ，《 〇 》 
如 果 栈 氨 酸 的 酚 基 对 蛋白 质 的 活性 很 重要 ， 屠 
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么 用 共 丙 氨 酸 的 莱 环 代替 酚 基 时 ， 蛋 白质 的 活性 就 
会 减弱 。 

在 该 例 中 假设 要 将 密码 子 TAC (Tyr) 替换 成 
TTC (Phe), 怎样 做 这 个 定点 诱 变 (site-directed 
mutagenesis) 呢 ? 图 5. 25 介绍 了 一 种 常用 的 基于 
PCR 的 定点 诱 变 技术 。 先 从 克隆 一 个 含有 酷 氨 酸 密 
码 子 〈TAC) 的 基因 开始 。DNA 上 的 CH 符号 表 
示 该 DNA 分 子 与 来 自 大 多 数 E. coli 菌株 的 DNA 一 
FE, 在 5 -GATC-3' 序 列 上 发 生 了 甲 基 化 。 这 段 甲 基 
化 的 序列 恰好 是 限制 酶 Dpnl 的 识别 位 点 ， 这 一 位 
点 的 作用 将 在 后 面 讲述 。 图 上 只 显示 了 两 个 甲 基 化 
的 Dpnl 位 点 ， 而 实际 上 有 很 多 ， 在 一 段 随机 DNA 
序列 中 大 约 每 250bp 就 会 出 现 一 个 GATC。 


引物 
A 


y \ 
te AAN 
NEN + 

引物 


TON (b) 与 突变 
引物 杂交 


(c) POR UAL 
Prue 
进行 几 轮 ) 


T 
A 
© 
+ 
TAC 
TG 


5 
体内 合 | 
ee 


图 5.25 基于 PCR 的 定点 诱 变 。 从 含有 酷 氨 酸 密码 子 TAC 基因 的 质粒 开始 ， 其 中 TAC 将 被 突变 为 茶 丙 


氨 酸 密码 子 TTC。 因 此 ， 原 来 的 A-T 碱 基 对 要 变 为 
它 能 对 GATC 序列 的 A 甲 基 化 〈 一 CHs 表示 )。(a) 
不 能 完全 分 开 ， 为 简单 起 见 在 这 里 显示 为 完全 分 离 。 


T-A 碱 基 对 。 该 质粒 是 从 正常 的 E. coli 菌株 分 离 的 ， 
加 热 使 质粒 双 链 分 离 。 本 来 质粒 的 两 条 链 相互 缠绕 
(b) 用 含 TTC 或 其 反 向 互补 密码 子 GAA 的 突变 引 


物 与 单 链 DNA 杂交 ， 每 条 引物 的 突变 碱 基 用 红色 表示 。(c) 用 突变 引物 进行 几 轮 〈 约 8 个 ) PCR 反应 ， 


扩 增 密码 子 突变 的 质粒 。 用 高 保 真 的 热 稳定 性 DNA 


RAM GU Pfu 聚合 酶 )， 可 尽量 降低 质粒 扩 增 中 出 


现 的 错误 。(d) 用 Dpnl 处 理 PCR 反应 中 的 DNA 以 消化 甲 基 化 的 野生 DNA， 而 PCR 产物 是 体外 合成 的 
没有 甲 基 化 ， 所 以 不 会 被 降解 。 最 后 用 处 理 过 的 DNA 转化 E. coli， 理 论 上 只 有 突变 的 DNA 能 够 转化 。 


通过 对 几 个 克隆 的 质粒 进行 测序 可 检测 转化 的 情况 。 


第 一 步 是 将 DNA 热 变 性 ， 第 二 步 是 将 突变 引 
物 与 DNA 杂交。 其 中 一 个 25bp 的 赛 核 苷 酸 引物 
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(25mer) 序列 如 下 : 3'-CGAGTCTGCCAAAGCAT- 
GTATAGTA-5'。 


引物 设计 成 与 基因 的 一 段 非 模板 链 序列 一 致 ， 
只 是 将 中 间 的 ATG 三 联 体 密码 子 换 成 了 AAG， 改 
变 的 碱 基 用 下 划 线 标 出 ， 另 一 个 引物 是 互补 的 
25mer。 两 个 引物 都 含有 蔡 换 的 碱 基 以 便 改 变 目标 
密码 子 。 第 三 步 是 用 这 对 引物 进行 几 轮 PCR 扩 增 
DNA 片段 ， 摊 人 了 想 要 改变 的 碱 基 。 我 们 只 进行 几 
轮 PCR 循环 以 减少 在 DNA 复制 中 出 现 的 其 他 偶然 
性 突变 。 为 同一 目的 ， 使 用 高 保 真 的 Pfu DNA 聚合 
酶 。 这 种 酶 是 从 古 菌 Pyrococcus furiosus (拉丁 名 : 
furious fireball) 中 纯化 得 到 的 ， 该 菌 生活 在 海底 
火山 口 附近 的 沸水 中 。Pfu DNA 聚合 酶 对 其 所 合成 
的 DNA 具有 校正 功能 ， 因 此 很 少 出 错 。 另 一 种 与 
之 相似 的 酶 叫做 vent RANE (vent polymerase)， 来 
自 另 一 种 超 耐 热 极 嗜 热 古 菌 。 

得 到 突变 DNA 后 ， 需 要 将 其 与 剩余 的 野生 型 
DNA 分 开 或 者 将 后 者 降解 。 前 面 提 到 的 野生 型 
DNA 甲 基 化 在 这 里 就 派 上 用 场 了 。Dzmi 酶 只 对 甲 
基 化 的 GATC 位 点 进行 切割 。 由 于 野生 型 DNA 有 
甲 基 化 而 体外 合成 的 突变 型 DNA 没有 甲 基 化 ， 所 
以 Dpnl 酶 只 切 野生 型 DNA。 一 旦 被 酶 切 ， 野 生 型 
DNA 就 不 能 再 转化 到 E. coli 中 ， 只 有 突变 型 DNA 
可 以 转化 。 也 可 对 多 个 克隆 进行 测序 ， 以 确保 是 突 
变型 而 不 是 原来 的 野生 型 序列 ， 一 般 情况 下 都 是 突 
变型 的 。 

小 结 “ 利 用 克隆 的 基因 ， 可 以 按照 意愿 引入 
突变 ， 从 而 改变 蛋白 质 产物 的 氨基 酸 序列 。 可 以 
利用 双 链 DNA、 两 条 互补 的 突变 引物 和 PCR 得 
到 突变 DNA。 只 需 用 Dpnl 消化 PCR 产物 就 可 
除去 几乎 所 有 的 野生 型 DNA， 这 样 就 可 以 用 突 
变 的 DNA 转化 宿主 细胞 了 。 


54 转录 物 的 图 谱 定 位 与 定量 


分 子 生物 学 经 常 讨论 的 一 个 主题 是 转录 图 谱 的 
定位 〈 定 位 转录 的 起 始 和 终止 位 点 ) 及 其 定量 〈 测 
定 在 某 一 时 刻 转录 了 多 少 )。 分 子 生物 学 家 利用 多 种 
技术 进行 转录 图 谱 定位 和 定量 ， 我 们 将 在 本 书 介绍 
几 种 。 

测定 某 一 时 刻 产生 了 多 少 转录 物 的 最 简单 方法 
是 标记 转录 物 ， 在 体内 或 体外 将 标记 的 核 苷 酸 挫 人 
转录 物 中 ， 然 后 电泳 ， 通 过 放射 性 自 显影 检测 凝 胶 
上 的 转录 条 带 。 实 际 上 已 经 用 这 种 方法 在 体内 和 体 
外 都 做 过 转录 物 的 分 析 。 但 是 在 体内 只 有 当 所 研究 
的 转录 物 相 当 丰 富 上 且 电 泳 时 容易 与 其 他 RNA 分 开 
时 ， 这 种 方法 才 有 效果 。tRNA 和 5S rRNA 都 满足 
以 上 两 个 条 件 ， 它 们 在 体内 的 合成 情况 已 经 用 简单 


的 电泳 进行 了 示 踪 检测 〈 第 10 章 )。 而 在 体外 ， 这 
种 直接 方法 只 适合 具有 明确 转录 终止 子 的 转录 物 ， 
这 样 才能 呈现 分 开 的 RNA 条 带 ， 否 则 就 会 因 具 有 
不 同 3 端的 RNA 片段 而 出 现 无 法 区 分 的 弥散 涂抹 
带 。 在 原核 生物 转录 中 这 种 情况 时 有 发 生 ， 但 在 真 
核 的 例子 很 少见 。 因 此 常 需 借助 其 他 的 方法 ， 这 些 
方法 昌 不 直接 但 更 为 专 一 。 

有 几 种 常用 技术 用 于 转录 物 的 5 端 图 谱 定位 ， 
其 中 一 种 还 能 对 3' 端 进行 定位 ， 有 些 方法 还 能 定量 
分 析 细胞 在 特定 时 刻 基因 的 转录 物 。 这 些 方法 依赖 
于 核酸 的 杂交 能 力 ， 以 便 从 数 千 个 RNA 中 检测 出 
某 种 RNA。 


Northern 印迹 


假设 已 经 克隆 到 一 个 cDNA (RNA hy DNA $% 
贝 )， 想 知道 相应 的 基因 (基因 X) 在 生物 体 Y 的 各 
个 不 同 组 织 中 的 表达 活性 怎样 。 有 多 种 方法 可 回答 
这 个 问题 ,但 是 这 里 介绍 的 方法 还 能 回答 该 基因 产 
生 的 mRNA 的 大 小 。 

首先 提取 所 研究 生物 不 同 组 织 的 总 RNA， 然 后 
用 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 RNA 并 印迹 到 一 个 合适 的 
介质 上 。 鉴 于 与 之 类 似 的 DNA 印迹 叫做 Southern 
印迹 ， 所 以 很 自然 地 将 RNA 印迹 叫做 Northern 印 
iŒ (Northern blot), 

接 下 来 ， 将 Northern 印迹 膜 与 标记 的 cDNA HE 
针 杂 交 。 印 迹 膜 上 与 探 针 互 补 的 mRNA 出 现在 哪 
里 ， 杂 交 就 在 哪里 发 生 ， 所 产生 的 带 标记 条 带 可 用 
X 线 胶片 检测 。 如 果 未 知 RNA 旁边 的 泳 道 跑 上 已 知 
大 小 的 标准 RNA， 就 可 以 知道 与 探 针 杂交 “发 亮 ” 
的 RNA 条 带 的 大 小 。 

同时 ，Northern 印迹 还 告诉 我 们 X 基因 转录 物 


t.a 
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图 5.26 Northern 印迹 膜 。 从 大 鼠 不 同 组 织 在 图 
的 上 部 标 出 ) 分 离 的 细胞 质 mRNA， 然 后 取 各 种 
组 织 的 等 量 RNA 电泳 ， 再 进行 Northern 印迹 。 将 
印迹 膜 上 的 RNA 与 标记 的 大 鼠 3 磷酸 甘 油 醛 陪 氢 
酶 (G3PDH) 基因 探 针 杂 交 ， 然 后 杂交 膜 与 X 线 
胶片 曝光 。 条 带 表示 G3PDH 的 mRNA， 其 亮度 指 
示 每 种 组 织 中 该 mRNA 的 表达 量 。 (Source: Cour- 
tesy Clontech. ) 
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的 丰 度 ， 条 带 所 含 RNA 越 多 ， 与 之 结合 的 探 针 就 
越 多 ， 上 曝光 后 胶片 上 的 条 带 就 越 黑 。 通 过 密度 计 测 
量 条 带 的 吸光 度 可 定量 条 带 的 黑 度 ， 或 用 磷 屏 成 像 
法 直接 定量 条 带 上 标记 的 量 。 图 5. 26 是 大 鼠 8 种 不 
同 组 织 RNA 的 Northern 印迹 ， 用 探 针 与 印迹 膜 杂 
交 寻 找 编码 糖 代谢 相关 的 G3PDH (3- 磷 酸 背 油 醛 脱 
氢 酶 ) 的 基因 。 很 明显 该 基因 的 转录 物 在 心脏 和 人 骨 
骼 肌 最 丰富 ， 而 在 肺 中 最 少 。 
dhii Northern 印迹 与 Southern 印迹 类 似 ， 

但 是 它 含 的 是 电泳 分 离 的 RNA 而 不 是 DNA， 印 
迹 上 的 RNA 可 通过 与 标记 的 探 针 杂交 进行 检测 ， 

条 带 的 亮度 显示 的 是 其 中 特异 RNA 的 相对 量 。 


Sl 图 谱 定 位 
Sl 图 谱 定 位 (SL mapping) 技术 用 于 定位 RNA 
的 3' 端 和 5 端 及 定量 细胞 中 给 定时 间 的 特定 RNA, 


其 原理 是 标记 一 个 仅 能 与 目的 RNA 杂交 的 单 链 
DNA 探 针 ， 探 针 必须 跨 转 录 物 的 起 始 或 终止 区 。 在 


探 针 与 转录 物 杂 交 后 ， 加 入 只 降解 单 链 DNA 和 
RNA 的 S1 核酸 酶 (Sl nuclease)。 这 样 ， 探 针 与 转 
录 物 杂交 部 分 受到 保护 而 免 于 降解 。 杂 交 部 分 的 大 
小 可 通过 电泳 检测 出 来 ， 并 且 受 保护 的 范围 能 告诉 
我 们 转录 起 始 和 终止 的 位 置 。 图 5. 27 详细 显示 了 如 
AA S 图 谱 定位 转录 起 始 位 点 。 首 先 ， 用 *P 标记 
DNA 探 针 的 5' 端 。 通常 ，DNA 的 5' 端 含有 非 放射 
性 磷酸 基 ， 在 添加 放射 性 磷酸 之 前 需要 用 碱 性 磷酸 
酶 将 其 去 除 ， 然 后 用 多 核 苷 酸 激酶 将 [y P] ATP 
的 磷酸 基 团 转移 到 DNA 链 起 始 端的 5 羟基 上 。 
在 本 例 中 ，BamHI 片段 的 两 端 均 被 标记 ， 可 产 
生 两 个 标记 的 单 链 探 针 。 但 是 这 样 会 干扰 分 析 ， 因 
此 左 端的 标记 必须 去 除 ， 用 另 一 种 限制 酶 Sarl 再 切 
一 次 DNA， 然 后 凝 胶 电 泳 将 短 的 左 侧 片 段 与 用 作 探 
针 的 长 片段 分 开 。 现 在 双 链 DNA 仅 在 一 端 被 标记 ， 
可 在 变性 后 产生 一 个 带 标 记 的 单 链 探 针 。 下 一 步 ， 
DNA 探 针 与 含有 目的 RNA 的 细胞 RNA 混合 液 杂 
交 ， 探 针 与 互补 转录 物 的 杂交 会 在 左 侧 留 下 一 个 单 
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5.27 SI 图 谱 法 定位 转录 物 的 S 端 。 从 克隆 的 带 有 几 个 已 知 限制 酶 位 点 的 双 链 DNA 开始 。 
现在 确切 的 转录 起 始 位 点 还 不 知道 ， 通 过 S 图 谱 法 要 确定 的 位 置 先 标 记 为 〈 三 )。 已 知 转录 起 
点 两 侧 有 BamHI 位 点 ， 一 个 Sall 位 点 在 起 始 位 点 上 游 。 步 又 (a), BamHI 酶 切 产生 BamHI 
片段 如 图 右上 方 所 示 。 步 骤 〈b) ， 除 去 该 片段 5 冀 基 上 未 标记 的 磷酸 基 ， 然 后 用 多 核 苷 酸 激酶 
和 [YPP] ATP 标记 5' 端 ， 圆圈 表示 标记 的 末端 。 步 又 《c)， 用 Sall 酶 切 ， 电 泳 分 离 切 出 的 两 
个 片段 ， 除 去 左 端 的 标记 。 步 又 (d)， 将 此 双 链 DNA 变性 产生 单 链 探 针 与 〈e) 中 的 转录 物 杂 
X. ERR (D, M S 核酸 酶 处 理 杂 交 产 物 ， 消 化 杂交 体 中 左 端 的 单 链 DNA 和 右 端的 单 链 
RNA, 步骤 〈g)， 将 杂交 体 变性 ， 电 泳 检测 被 保护 探 针 的 长 度 ， 在 另 一 泳 道 加 入 已 知 大 小 的 
DNA 片段 作为 标准 。 受 保护 区 探 针 的 长 度 指示 了 转录 起 始 位 点 的 位 置 。 本 实验 中 ， 转 录 起 始 位 
点 位 于 探 针 中 被 标记 的 BamHI 位 点 上 游 350bp 处 。 


. 90> 


链 的 DNA 尾 ， 右 侧 留 下 单 链 的 RNA 尾 。 接 下 来 用 
SI 核酸 酶 处 理 ， 特 异性 地 降解 单 链 DNA 或 RNA, 
(EWES KF RIE RNA-DNA 杂交 体 保留 完整 。 
这 样 ， 与 转录 物 杂 交 的 DNA 探 针 部 分 包括 末端 标 
记 被 保护 起 来 。 最 后 ， 探 针 受 保护 这 部 分 的 长 度 可 
通过 高 分 辩 率 的 凝 胶 电 泳 并 与 标准 DNA 比较 而 确 
定 。 由 于 探 针 右 端 的 定位 已 经 确切 知道 《标记 的 
BamHI 位 点 )， 受 保护 这 部 分 探 针 的 长 度 会 自动 告 
诉 我 们 探 针 左 端 ， 即 转录 起 始 位 点 的 定位 。 在 该 例 
中 受 保护 探 针 350nt 长 ， 因 此 转录 起 始 位 点 位 于 标 


也 可 用 S 图 谱 定 位 技术 定位 转录 物 的 3 端 。 如 
图 5.28 所 示 ， 将 3 端 标记 的 探 针 与 目的 RNA 杂 
交 ， 其 他 步骤 均 与 前 面 所 讲 的 5 端 图 谱 定 位 相同 。 
但 是 3' 端 标记 与 5 端 标记 不 同 ， 因 为 5' 端 标记 所 用 
的 多 核 苷 酸 激酶 不 能 使 核酸 分 子 的 3 羟基 础 酸化 。 
标记 3' 端 的 一 种 方法 是 末端 补 平 法 end-filling)， 
如 图 5.29 所 示 。 用 产生 3' 端 缺损 的 限制 酶 切割 
DNA 分 子 ， 缺 损 的 3' 端 可 在 体外 延伸 到 与 5' 端 齐 
平 。 如果 在 未 端 补 平反 应 中 使 用 有 标记 的 核 苷 酸 ， 
那么 DNA 的 3 端 就 可 标记 上 。 


记 的 BamHI 位 点 上 游 350bp 处 。 
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图 5.28 SI1 图 谱 法 定位 转录 物 的 3' 端 。 原 理 与 5 端 图 谱 定位 类 似 ， 不 同 的 是 在 3 端 而 不 是 5 端 
标记 探 针 〈 详 见 图 5. 29)。 步 骤 (a), FA Hind 酶 切 ， 然 后 在 步骤 (b) 标记 酶 切片 段 的 3 端 ， 
圆圈 表示 标记 的 末端 。 在 步骤 (c) 用 Xhol 酶 切 ， 凝 胶 纯化 左 端 标记 的 片段 。 步 最 Cd) 探 针 变 
性 ,在 步骤 (e) 与 RNA 杂交 。 步 又 〈f) 用 Sl 酶 去 除 探 针 〈 及 单 链 RNA) 的 未 保护 区 。 最 后 ， 
步骤 〈g) 电泳 带 标记 的 被 保护 探 针 ， 检 测 其 大 小 ， 本 实验 是 225nt， 表 明 转录 物 的 3 端 位 于 探 针 
左 侧 标 记 的 Hindili 位 点 下 游 225bp 处 。 


图 5.29 末端 补 齐 法 标记 DNA 3' 端 。 顶 部 的 DNA 

片段 用 Hind 酶 切 产 生 ， 如 图 所 示 两 端 均 有 5' 突 s aacr 
出 端 , 可 用 Klenow 片段 ( 见 第 20 章 ) DNA 聚合 >^ 
酶 填充 补 齐 。 这 个 酶 优 于 完整 的 DNA 聚合 酶 之 处 
在 于 它 缺 乏 正常 的 5 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 ， 而 这 一 
活性 会 使 5 黏 性 未 端 在 填补 之 前 被 降解 。 末 端 补 齐 
反应 以 4 种 核 昔 酸 为 底 物 ， 其 中 dATP 带 有 标记 ， 
以 便 标记 DNA 末端 。 若 要 标记 更 强 ， 可 以 用 一 种 
以 上 带 标记 的 核 划 酸 。 
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Sl 图 谱 定位 不 仅 用 于 转录 物 示 端的 定位 ， 还 能 
确定 转录 物 的 浓度 。 假 设 探 针 是 过 量 的 ， 那 么 放射 
自 显影 条 带 的 强度 就 与 保护 探 针 的 转录 物 的 浓度 呈 
EE, 转录 物 越 多 ， 受 保护 的 探 针 就 越 多 ， 放 射 自 
显影 条 带 就 越 强 。 因 此 ， 只 要 知道 与 目的 转录 物 相 
对 应 的 条 带 ， 其 强度 就 可 用 于 测定 转录 物 的 浓度 。 

从 Sl 图 谱 定 位 理论 衍生 出 来 的 一 种 重要 的 技术 
叫 RNase 作 图 (RNase mapping) 也 叫 RNase 保护 分 
析 (RNase protection assay)。 这 个 方法 与 S1 图 谱 
定位 类 似 ， 同 样 能 提供 特定 转录 物 5 端 和 3' 端 定位 
及 其 浓度 方面 的 信息 。 但 是 该 方法 使 用 RNA 探 针 ， 
因此 被 RNase 而 不 是 S1 核酸 酶 降解 。 这 种 技术 很 
流行 ， 因为 RNA 探 针 riboprobe》 的 制备 相对 容 
易 ， 可 在 体外 用 纯化 的 叭 菌 体 RNA 聚合 酶 对 重组 
质粒 或 噬 菌 粒 进行 转录 获得 。RNA 探 针 的 另 一 个 优 
势 是 通过 向 体外 转录 反应 中 加 入 一 种 带 标 记 的 核 背 
酸 ， 就 能 被 标记 成 极 高 的 活性 ， 产 生 均 一 标记 的 而 
不 是 末端 标记 的 探 针 。 探 针 的 专 一 活性 越 高 ， 检 测 
微量 转录 物 的 灵敏 度 就 越 高 。 

小 结 “S1 图 谱 定位 技术 利用 标记 的 DNA 探 
针 探测 转录 物 的 5' 端 或 3 端 。 探 针 与 转录 物 的 杂 
交 保 护 了 部 分 探 针 免 受 专门 降解 单 链 多 核 苷 酸 的 
Sl 核酸 酶 的 降解 。 转 录 物 所 保护 部 分 探 针 的 长 度 
可 定位 转录 物 的 未 端 。 由 于 被 转录 物 保护 探 针 的 
最 与 转录 物 浓度 呈正 比 ，SL 图 谱 定位 也 可 用 作 定 
ASAT. RNase 图 谱 定位 是 SI 图谱 定位 的 衍 
生 方 法 ， 它 用 的 是 RNA 探 针 和 RNase， 而 不 是 
DNA 探 针 和 S1 核酸 酶 。 


引物 延伸 


Si 图 谱 定位 已 经 应 用 在 一 些 经 典 实验 中 ， 我 们 
将 在 后 面 几 章 中 介绍 ， 它 是 转录 物 3' 端 定位 的 最 好 
方法 ， 但 也 存在 不 足 之 处 。 一 是 S1 核酸 酶 在 RNA- 
DNA 杂 合体 的 末端 ， 甚 至 在 RNA-DNA 杂 合 体 的 
富 A-T 区 眠 时 解 链 时 会 “ 咬 掉 ” 一 点 点 。 另 一 方 
面 ， 有 时 候 SI 核酸 酶 不 能 完全 降解 单 链 部 分 ， 使 转 
录 物 看 起 来 比 其 实际 长 度 稍 长 。 假 如 对 核酸 未 端的 
定位 要 精确 到 单个 核 背 酸 ， 那 么 上 述 这 些 缺 点 就 很 
严重 了 。 另 外 一 种 叫做 引物 延伸 (primer extension) 
的 方法 可 以 把 5' 端 不 是 3' 端 ) 精确 定位 到 单个 核 
PNY. 

图 5. 30 给 出 了 引物 延伸 法 的 工作 原理 。 第 一 步 
转录 ， 通 常 在 体内 自然 发 生 。 只 需 简单 地 收集 包含 
目的 转录 物 的 细胞 RNA 粗 提 液 ， 转 录 物 的 序列 已 
知 ，5' 端 有 待定 位 。 接 着 ,将 标记 的 约 18nt OER 
FM IM) 与 细胞 RNA 杂交 。 注 意 ， 就 像 SI 图 
谱 定 位 的 特异 性 来 自控 针 与 目的 转录 物 的 互补 性 一 


。92 。 


样 ， 该 方法 的 特异 性 也 来 自 引物 与 目的 转录 物 的 互 
补 性 。 原 则 上 ， 这 个 引物 (或 S1 探 针 ) 能 够 从 众多 
不 相关 的 RNA 中 挑 出 我 们 想 要 定位 的 转录 物 。 


| (O) 与 标记 的 探 针 杂交 


È 


5 


awe 5° 

| (9) 用 反 转 录 酶 延伸 引物 
x 
—_—_—_——J,,\/Ve 5 

| 人 杂交 物 变性 ， 电 汪 
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图 5.30 引物 延伸 法 。 (a) 细胞 内 自然 发 生 转 
录 ， 因 此 从 获得 细胞 RNA 开始 。(b) 已 知 转录 
物 的 部 分 序列 ， 合 成 并 标记 一 段 DNA HR 
引物 ， 它 与 推测 的 5 端 不 太 远 的 区 域 互补 。 将 这 
段 引物 与 转录 物 杂交 ， 它 应 该 特异 性 地 与 该 转录 
物 而 非 其 他 序列 杂交 。(c) 用 反 转 录 酶 合成 与 转 
录 物 互补 的 DNA 链 ， 将 引物 一 直 延 伸 到 RNA 
的 5 端 。 如 果 引 物 自身 未 被 标记 或 希望 对 延伸 引 
物 引 和 人 额外 的 标记 ， 则 可 在 这 一 步 加 入 标记 的 核 
EM. Cd) 将 杂交 体 变性 并 电泳 标记 的 延伸 引物 
Qkit E)。 在 其 他 泳 道 ( 泳 道 A, C, G, T) 以 
相同 的 引物 及 转录 区 DNA 进行 测序 反应 作为 标 
准 。 理 论 上 这 样 可 以 指出 转录 起 始 位 点 的 精确 碱 
基 ， 本 例 中 延伸 引物 (第 头 所 指 ) 与 A 泳 道 的 
一 个 DNA 片段 共 迁 移 。 因 为 在 引物 延伸 反应 和 
所 有 的 测序 反应 中 使 用 的 引物 相同 ， 说 明 转录 物 
的 5 端 与 TTCGACTGACAGT 序列 中 间 的 A 
(加 下 画 线 的 ) 相对 应 。 


下 一 步 ， 用 反 转 录 酶 将 寡 核 苷 酸 引 物 向 目的 转 
录 物 的 5 端 延伸 。 如 第 4 章 所 述 ， 反 转录 酶 是 一 种 
逆向 进行 转录 反应 的 酶 ， 即 以 RNA 为 模板 复制 
DNA. 因此 ， 该 酶 正好 适合 我 们 要 求 它 做 的 工作 :， 
合成 待定 位 RNA 的 DNA 拷贝 。 引 物 延 伸 反应 完成 
后 , 将 RNA-DNA 杂 合体 变性 并 将 标记 的 DNA 与 


标准 DNA SF ERASER Cin DNA WFR) 上 
电泳 。 实 际 上 很 方便 用 引物 延伸 反应 的 引物 和 克隆 
的 DNA 模板 一 起 进行 一 系列 测序 反应 ， 然 后 以 测 
序 反 应 的 产物 作为 标准 。 在 本 例 中 ， 测 序 反应 产物 
与 A 泳 道 的 一 个 条 带 共 迁移 ， 表 明 转 录 物 的 5 端 碱 
基 对 应 序列 TTCGACTGACAGT 中 的 第 2 个 A (加 
下 画 线 的 )， 这 是 对 转录 起 始 位 点 十 分 精确 的 定位 。 

如 同 Sl 图 谱 定位 技术 ， 引 物 延 伸 法 也 能 估算 某 
种 转录 物 的 含量 。 转 录 物 含量 越 高 ， 与 之 杂交 的 标 
记 引 物 就 越 多 ， 因 此 合成 的 带 标记 的 反 转 录 物 也 就 
越 多 。 标 记 的 反 转 录 物 越 多 ， 电 泳 凝 胶 的 放射 性 自 
显影 条 带 就 越 黑 。 

小 结 “ 用 引物 延伸 法 可 以 定位 转录 物 的 5 
端 ， 做 法 是 将 赛 核 音 酸 引 物 与 目的 RNA 杂交 ， 
在 反 转录 酶 作用 下 向 转录 物 的 5' 端 延伸 引物 ， 最 
后 电泳 测定 反 转 录 物 的 大 小 。 通 过 这 种 方法 获得 
的 信号 强度 可 测定 转录 物 的 含量 。 


截断 转录 和 无 G BHR 


如 果 想 要 突变 一 个 基因 的 启动 子 ， 观 察 突 变 对 
转录 的 精确 性 和 效率 的 影响 ， 必 须 有 一 种 方便 的 分 
析 方 法 以 提供 两 方面 的 信息 ， 中 转录 是 否 精确 (如 
引物 延伸 法 或 其 他 实验 已 经 定位 的 转录 起 始 位 点 ); 
@ 这 种 精确 转录 的 量 有 多 少 。 可 以 采用 Sl 图 谱 定位 
或 引物 延伸 法 ， 但 是 这 两 种 方法 相对 复杂 。 一 种 更 
简单 的 叫 截断 转录 (run-off transcription) 的 方法 能 
很 快 给 出 答案 。 

图 5.31 给 出 了 截断 转录 的 原理 。 先 从 一 个 含有 
待 转录 基因 的 DNA 片段 开始 ， 然 后 用 一 种 限制 性 
内 切 核 酸 酶 在 转录 区 的 中 间 切 割 。 接 着 ， 用 标记 的 
核 苷 酸 在 体外 转录 这 个 切断 的 基因 ， 这 样 转 录 产 物 
就 会 被 标记 。 由 于 切割 是 在 基因 的 中 间 ， 因 此 聚合 
酶 到 达 此 片段 末端 后 就 会 “ 跑 脱 ” (run off), BELA 
这 种 方法 叫做 截断 转录 。 现 在 可 以 测定 截断 转录 物 
的 长 度 了 。 因 为 事先 准确 地 知道 限制 酶 酶 切 位 点 的 
位 置 〈 本 例 中 是 Smal 位 点 )， 因 此 截断 转录 物 的 长 
度 〈 本 例 中 是 327bp) 就 证 实 了 转录 起 始 位 点 是 在 
SmaI 位 点 上 游 327bp 处 。 

注意 Sl 图 谱 定位 和 引物 延伸 法 很 适合 体内 定位 
转录 物 ， 相 比 之 下 截断 转录 依赖 于 体外 转录 ， 因 此 
它 只 适合 用 于 在 体外 能 被 精确 转录 的 基因 ， 因 而 不 
能 给 出 细胞 转录 物 浓度 的 信息 ， 是 测定 体外 转录 效 
率 的 好 方法 。 产 生 的 转录 物 越 多 ， 截 断 转录 物 的 信 
号 就 越 强 。 实 际 上 截断 转录 作为 定量 方法 是 最 有 用 
的 。 用 Sl 图 谱 定位 或 引物 延伸 法 鉴定 出 生理 的 转录 
起 始 位 点 后 ， 就 可 以 在 体外 应 用 截断 转录 了 。 

一 种 从 截断 转录 衍生 出 来 的 精确 定量 体外 转录 


Sma Smal 


用 标记 的 NTP 
FOR SP) 


图 5.31 截断 转录 。 从 酶 切 克隆 的 基因 开始 ， 该 
基因 的 转录 待 测定 。 对 该 截 短 的 基因 进行 体外 转 
录 。 当 RNA RAM OME) 到 达 截 短 基 因 的 
末端 时 脱落 下 来 ， 释 放 截 断 转录 物 ， 其 大 小 〈 本 
例 是 327 nt) 可 通过 凝 胶 电泳 测定 ， 与 转录 起 始 
位 点 和 截 短 基因 3 端 已 知 酶 切 位 点 〈 本 例 是 Smal 
位 点 ) 间 的 距离 相对 应 。 基 因 的 转录 活性 越 高 ， 
产生 的 327nt 片段 的 信号 越 强 。 


的 技术 叫 无 G MAHER (G-less cassette transcription) 
(图 5. 32)。 该 方法 不 对 基因 实施 酶 切 ， 而 是 将 无 G 
E. 或 非 模板 链 上 一 段 缺 少 G 的 核 苷 酸 直接 插入 启 
动 子 的 下 游 。 模 板 在 体外 转录 时 用 CTP、ATP、 
UTP， 其 中 一 种 碱 基 是 标记 的 ， 但 无 GTP。 因 此 转 
录 会 在 无 G 盒 末端 第 一 个 需要 G 的 地 方 停 下 来 ， 产 
生 大 小 可 预测 的 中 断 转 录 物 〈 基 于 无 G 盒 的 大 小 ， 
通常 是 几 百 个 碱 基 对 )。 电 泳 转录 物 ， 放射 自 显影 检 
测 基因 的 转录 活性 。 启 动 子 越 强 ， 产 生 的 中 断 转录 
物 越 多 ， 放 射 性 自 显影 相应 的 条 带 就 越 强 。 

小 结 截断 转录 是 一 种 精确 和 有 效 的 检测 体 
外 转录 方法 。 基 因 在 中 间 被 切 开 后 ,在 体外 用 标 
IANS GE THER, RNA 来 合 酶 在 末端 跑 
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脱 ， 释 放出 不 完整 的 转录 物 。 截 断 转录 物 的 大 小 
可 定位 转录 起 始 位 点 ， 转 录 物 的 量 反映 了 转录 的 
效率 。 在 无 G 盒 转录 中 ,将 启动 子 与 非 模板 链 缺 
失 一 申 G 的 双 链 DNA 融合 ,然后 在 无 GTP 的 条 
件 下 进行 体外 转录 。 转 录 在 无 G 盒 的 末端 停止 ， 
产生 在 电泳 凝 胶 上 大 小 可 预测 的 条 带 。 


[转录 由 此 开始 REEI 
启动 EEEa 无 G 售 (355bp) 


mee 


(a) 用 ATP、CTP 和 UTP, 
包括 [a-*PJUTP 转 录 


FRAGM) 


t) 


凝 胶 电泳 ， 
放射 自 显影 


ns 


图 5.32 FG RHR. (a) 在 体外 无 GTP 条 件 
下 转录 无 G 盒 〈 粉 色 ) 模板 ,无 G 盒 区 插 人 启 
动 子 的 下 游 。 该 区 含 355bp， 非 模板 链 不 含 G， 
紧 接 其 后 的 是 TGC， 所 以 转录 在 G 之 前 停止 ， 
产生 356nt 的 转录 物 。(b) 电泳 标记 的 转录 物 ， 
放射 自 显影 测定 信号 强度 ， 由 此 表明 该 盒 的 转录 
强度 。 


5.5 检测 体内 转录 效率 


引物 延伸 、S1 图 谱 定位 和 Northern 印迹 都 可 用 
来 测定 特定 时 刻 细胞 中 某 一 特定 转录 物 的 浓度 ， 但 
却 不 一 定 能 告诉 我 们 转录 物 的 合成 效率 ， 因 为 转录 
物 的 浓度 不 但 取决 于 其 合成 速率 还 取决 于 其 降解 速 
率 。 可 以 使 用 其 他 方法 检测 转录 效率 ， 如 核 连 级 转 
录 分 析 和 报告 基因 表达 等 。 
EB RDM 

该 分 析 (图 5. 33a) 的 思路 是 从 细胞 中 分 离 出 
细胞 核 ， 然 后 在 体外 继续 进行 体内 已 经 开始 的 转录 。 
这 种 在 分 离 的 细胞 核 中 持续 进行 的 转录 叫做 连 缀 转 
录 (rurron transcription) ， 因 为 在 体内 已 经 启动 转 
录 的 RNA 聚合 酶 在 体外 仍然 “连续 ”或 继续 延伸 
相同 的 RNA 链 。 通 常用 标记 的 核 苷 酸 为 底 物 进行 
连 炙 反 应 使 产物 带 上 标记 。 在 分 离 的 细胞 核 中 一 般 
不 会 起 始 新 的 RNA 的 合成 ， 因 此 可 以 很 自信 地 认 
为 分 离 的 细胞 核 中 发 生 的 任何 转录 都 只 是 体内 已 经 
起 始 转录 的 延续 ， 所 以 连 绥 反 应 产生 的 转录 物 不 但 
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能 揭示 转录 的 效率 而 且 还 能 告诉 我 们 哪些 基因 在 体 
内 发 生 了 转录 。 为 了 消除 体外 新 RNA 链 起 始 合成 
的 可 能 性 ， 可 添加 阴离子 多 糖 肝素 ， 它 能 与 游离 的 
RNA 诊 合 酶 结合 阻止 转录 的 再 起 始 。 
一 旦 产生 了 带 标记 的 连 级 转录 物 就 必须 进行 鉴 
定 ， 因 为 转录 物 很 少 完整 ， 其 大 小 没有 意义 。 最 容 
易 的 鉴定 方法 是 斑点 印迹 (dot blotting)( 图 5. 33b) 。 
将 已 知 样品 DNA 变性 后 点 在 膜 上 ， 然 后 将 这 个 斑 
RUB (dot blot) 与 标记 的 连 缀 转录 物 RNA 杂交 ， 
通过 与 之 杂交 的 DNA 就 可 鉴定 出 该 RNA。 特 定 基 
因 的 相对 活性 与 连 级 转录 物 和 该 基因 DNA 的 杂交 
程度 成 比例 。 另外， 可 以 改变 连续 反应 的 条 件 检测 
对 转录 物 的 影响 。 例 如 ， 添 加 RNA 聚合 酶 抑制 剂 
观察 某 一 特定 基因 的 转录 是 否 被 抑制 ， 如 果 是 的 话 ， 
就 可 以 鉴定 出 负责 该 基因 转录 的 RNA RANE, 
小 结 ” 核 连 级 转录 是 一 种 确定 哪些 基因 在 特 

定 细胞 中 有 活性 的 方法 ， 做 法 是 让 这 些 基因 的 转 

录 在 细胞 核 分 离 后 继续 进行 ， 通 过 与 斑点 膜 上 的 

已 知 DNA 杂交 鉴定 特异 性 转录 物 。 连 级 转录 分 析 
也 可 用 于 检测 核 转录 条 件 的 变化 对 核 转录 的 影响 。 


报告 基因 转录 分 析 


另 一 种 测定 体内 转录 的 方法 是 将 一 个 替换 性 的 
报告 基因 置 于 特异 启动 子 的 控制 下 ， 然 后 检测 该 报 
告 基因 转 录 物 的 积累 。 设 想 要 研究 一 个 真 核 启动 子 
的 结构 ， 一 种 方法 是 对 含有 该 启动 子 的 DNA 区 域 
做 突变 ， 然 后 将 突变 的 DNA 导入 细胞 ， 检 测 突变 
对 启动 子 活性 的 影响 。 可 以 用 Sl 图 谱 定位 或 引物 延 
伸 分 析 来 检测 ， 也 可 用 报告 基因 替换 天 然 基 因 ， 然 
后 分 析 报告 基因 产物 的 活性 。 

为 什么 要 用 这 种 方法 昵 ? 主要 原因 是 精心 选择 
的 报告 基因 的 产物 分 析 起 来 十 分 方便 ， 比 Sl 图 谱 定 
位 或 引物 延伸 方便 得 多 。 最 常用 的 报告 基因 是 
LacZ， 其 产物 B 半 乳糖 苷 酶 可 通过 发 色 底 物 X-gal 
被 剪 切 时 变 成 蓝 色 来 检测 。 另 一 种 广泛 使 用 的 报告 
基因 是 细菌 中 编码 毛 露 素 乙 酰 转移 酶 〈chloram- 
phenicol acetyl transferase，CAT) 的 cat 基因 。 大 多 
ANE K ABE AB HK (chloramphenicol, CAM) 
抑制 ， 它 能 阻 断 蛋白 质 合成 中 的 一 个 关键 步骤 (第 
18 章 )。 有 些 细菌 产生 了 一 种 逃避 氧 霉 素 抑制 的 方 
法 ， 即 对 氧 霉 素 乙 酰 化 以 阻 断 其 活性 ， 执 行 这 种 乙 
酰 化 作用 的 酶 就 是 CAT。 但 是 真 核 生 物 对 毛 矢 素 不 
敏感 ， 所 以 不 需要 CAT。 因 此 真 核 细胞 中 CAT 活 
性 的 本 底 水 平 为 零 ， 这 意味 着 如 果 将 cat 基因 导入 
真 核 细胞 并 置 于 真 核 启动 子 之 下 ， 那 么 观察 到 的 任 
何 CAT 活性 都 是 由 导入 的 该 基因 产生 的 。 

怎样 测定 cat 转 染 细胞 中 的 CAT 活性 呢 ? 最 常 
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图 5.33 HERRR, (a) 连 级 转录 反应 。 从 正在 进行 了 基因 转录 的 细胞 开始 。RNA RABE 
《小 椭 贺 ) 正 合成 Y 基因 的 转录 物 〈 蓝 色 )。 从 细胞 中 分 离 细胞 核 并 与 核 苷 酸 共 多 育 ， 使 转录 继 
BAT. ERR PEMA PNT TICE RHR 〈 红 色 )。 最 后 提取 标记 的 
连 纹 转 录 物 。(b) 斑点 杂交 分 析 。 将 基因 X、Y ANZ 的 单 链 DNA 分 别 点 在 硝化 纤维 素 腊 或 其 他 
合适 的 介质 上 与 标记 的 连 绷 转 录 物 杂交 。 因 为 了 基因 是 在 连 级 反应 中 转录 的 ， 其 转录 物 被 标记 ， 
因而 Y 基因 的 斑点 也 是 标记 的 。Y 基因 的 转录 活性 越 高 ， 标 记 的 信号 就 越 强 。 由 于 X AMZ 


基因 没有 活性 ， 不 会 产生 带 标记 的 X AZ 转录 物 ， 


用 的 方法 是 将 转 染 细 胞 的 提取 物 与 放射 性 标记 的 氨 
BRAC MAE 〈 乙 酰基 辅酶 A) 混合 ， 然 后 使 
用 蒲 层 层 析 技 术 从 乙酰 化 产物 中 分 离 氧 每 素 。 乙酰 
化 产物 浓度 越 高 说 明细 胞 提取 物 中 CAT 的 活性 越 
高 ， 进 而 说 明 启动 子 的 活性 也 越 高 。 图 5. 34 显示 这 
-过 程 。 

( 薄 层 层 析 利 用 粘贴 到 塑料 板 上 的 吸附 性 物质 如 
硅胶 形成 薄 层 。 将 待 分 离 的 物质 点 在 薄 层 板 底部 的 
加 样 点 ， 然 后 将 薄 层 板 放 人 小 室 中 ， 小 室 位 于 底部 
含有 溶剂 的 浅 槽 中 。 当 溶剂 向 上 扩散 时 ， 分 离 物 也 
向 上 移动 ， 但 其 移动 性 取决 于 与 吸附 物 和 溶剂 的 相 
对 亲 和 性 。) 

另 一 种 标准 的 报告 基因 是 从 萤火虫 分 离 的 萤 光 
RHE (luciferase) 基因 。 萤 光 素 酶 与 荧光 素 和 ATP 
混合 后 将 莉 光 素 转化 为 一 种 能 发 光 的 化 学 发 光 物 质 ， 


因此 X 和 2Z 基因 的 斑点 不 被 标记 。 


这 就 是 萤火虫 发 光 的 秘密 。 发 出 的 光 很 容易 被 X 线 
胶片 或 闪烁 计数 仪 检测 ， 所 以 这 种 酶 很 适合 做 报告 
基因 。 

虽然 基因 产物 来 自 包 括 转录 和 翻译 的 两 步 过 程 ， 
但 是 在 这 个 实验 中 我 们 假定 报告 基因 的 产物 量 是 对 
转录 速率 (单位 时 间 内 RNA 链 起 始 的 数量 ) 以 及 
启动 子 活性 的 测定 。 正 常情 况 下 ， 我 们 只 改变 启动 
子 ， 那 么 假定 翻译 速率 在 不 同 的 重组 子 DNA 中 不 
会 改变 是 合理 的 。 因 为 启动 子 位 于 编码 区 之 外 ， 其 
变化 不 会 影响 mRNA 自身 的 结构 ， 因 而 也 不 会 影响 
翻译 。 不 过 ， 也 可 特意 对 基因 待 转录 成 mRNA 的 区 
域 进行 突变 ， 然 后 用 报告 基因 检测 这 些 变 化 对 翻译 
的 影响 。 因 此 ， 根 据 基因 突变 的 不 同 区 域 ， 报 告 基 
因 也 可 以 检测 基因 转录 或 翻译 速率 的 变化 。 

未 绪 ” 为 了 测定 户 动 子 活性 ， 可 以 将 肩 动 子 与 
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(a) -a cat 


ER, 


(1) 移 去 基因 x (2) 插入 cat 基 因 


(3) 将 cat 重 组 子 
导入 细胞 


| OO 


提取 物 含有 "*C-CAM+ 


?7C- 乙 酸化 CAM (5) MA“C-CAM (4) 提取 细胞 
+ 乙 栈 辅酶 A (获得 蛋白 质 ) O 
Na 
(6) 水 层 层 析 
| | iF 
迁移 pra | 一 E | | 两 种 形式 的 乙酰 化 CAM 


S | (7) 放射 自 显影 


(b) 12345678 91011213 


Heme P| CAM 的 乙酰 化 形式 


Seececegeooee- e 
相对 CAT 活 性 

0 07 43 85 3.2 7.5 74 
图 5.34 报告 基因 的 使 用 。(a) 方法 概要 。 步 又 〈1)， 从 质粒 开始 ， 该 质粒 含有 基因 x RE) 且 该 基因 
在 自己 的 启动 子 〈 黄 色 ) 控制 下 ， 用 限制 酶 切除 基因 z 的 编码 区 。 步 又 (2), 将 细菌 的 cat 基因 插入 到 x 
基因 的 启动 子 下 。 步 又 (3)， 将 构建 的 重组 子 转 和 信 真 核 细胞 。 步 又 (4) ; 一 段 时 间 后 提取 细胞 内 的 可 溶性 
HA. 2M (5): 开始 对 CAT 分 析 ， MMA“ CCAM 和 乙酰 基 供 体 乙酰 辅酶 A。 步 又 6): 做 薄 层 层 析 分 
BOREAL MARR. 步骤 7) ， 最 后 ， 对 注 层 进行 放射 自 显影 观察 CAM 及 其 乙酰 化 的 入 生 物 。 
这 里 可 见 CAM 靠近 放射 自 显影 图 的 底部 ， 两 种 乙酰 化 CAM 因 其 高 迁移 率 而 靠近 项 部。(b) 实际 的 实验 
结果 。 同 样 ， 原 来 的 CAM 靠近 放射 自 显影 的 底部 ， 两 种 乙酰 化 CAM 靠近 顶部。 将 薄 层 层 析 结果 中 有 放 
射 性 的 斑点 刮 下 进行 液体 闪烁 计数 ， 得 到 CAT 活性 值 列 于 图 的 底部 〈 重 复 泳 道 的 平均 值 )。 泳 道 1 是 无 细 
胞 提取 液 的 阴性 对 照 。 缩 略语 ， CAM= EK; CAT= AER Z MEME. (Source: (b) Qin, Liu, and 
Weaver. Studies on the control region of the p10 gene of the Autographa californica nuclear polyhedrosis 
virus. J. General Virology 70 (1989) f. 2, p. 1276, (Society for General Microbiology, Reading, England. ) 


一 个 报告 基因 连接 ， 如 编码 Be SLB BR. CAT. 
萤 光 素 酶 的 基因 ， 通 过 易于 分 析 的 报告 基因 产物 
来 检测 启动 子 活性 。 报 告 基因 也 可 用 来 检测 影响 
其 因 翻 译 的 区 域 发 生变 化 后 翻译 效率 的 变化 . 
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体内 蛋白 质 积累 的 检测 


基因 的 活性 也 可 以 通过 检测 基因 的 终 产物 蛋白 
质 的 积累 来 测定 。 常 用 的 两 种 方法 是 免疫 印迹 法 


(Western blot) 和 免疫 沉淀 法 。 免 疫 印迹 法 在 本 章 
前 面部 分 已 介绍 过 。 

免疫 沉淀 法 〈immunopricipitation) 从 在 细胞 内 
标记 蛋白 质 开始， 做 法 是 用 标记 的 氨基 酸 〈 典 型 的 
是 [sS] 甲 硫 氨 酸 ) 培养 细胞 。 然 后 将 标记 的 细胞 
匀 浆 ， 特 殊 标记 的 蛋白 质 结合 到 直接 抗 该 蛋白 质 的 
特异 性 抗体 或 抗 血清 上 。 抗 体 -蛋白 质 复合 物 与 第 二 
抗体 或 蛋白 A 共 沉淀 ， 后 者 耦合 了 树脂 磁 珠 可 在 低 
速 离心 下 沉淀 。 沉淀 的 蛋白 质 电泳 后 通过 放射 自 显 
影 检 测 。 注 意 ， 虽 然 沉淀 中 也 有 抗体 和 其 他 试剂 ， 
但 由 于 未 被 标记 所 以 检测 不 到 。 和 蛋白 质 条 带 上 的 标 
记 越 多 ， 该 蛋白 质 在 体内 积累 的 也 越 多 。 

小 结 通过 检测 基因 的 蛋白 质 产物 的 积累 可 
量化 基因 的 表达 ， 免 疫 印 迹 和 免疫 沉淀 是 完成 这 
一 任务 的 常用 方法 。 


5.6 分析 DNA- 蛋 白质 的 相互 作用 


分 子 生物 学 的 另 一 个 永恒 的 主题 是 研究 DNA- 
蛋白 质 的 相互 作用 。 我 们 已 经 讨论 过 RNA RAN 


(a) (b) 


与 启动 子 的 相互 作用 ， 还 会 遇 到 更 多 这 样 的 例子 。 
因而 需要 一 些 方法 来 量化 这 些 相互 作用 ， 检 测 DNA 
与 给 定 蛋白 质 相互 作用 的 确切 部 位 。 这 里 介绍 两 种 
检测 蛋白 质 -DNA 结合 的 方法 ， 给 出 3 个 确定 DNA 
的 哪些 碱 基 与 蛋白 质 相 互 作 用 的 具体 例子 。 
EBS 

硝化 纤维 素 (nitrocellulose) 滤 膜 用 于 过 滤 除 菌 
已 经 几 十 年 了 。 分 子 生 物 学 界 传说 是 有 人 意外 地 发 
现 DNA 可 以 结合 到 硝化 纤维 素 滤 膜 上 ， 因 为 用 这 
种 方法 制备 DNA 时 发 现 DNA 丢失 了 。 这 个 故事 的 
真 假 并 不 重要 ， 重 要 的 是 硝化 纤维 素 膜 的 确 能 在 一 
定 条 件 下 结合 DNA。 单 链 DNA 容易 结合 到 硝化 纤 
维 上 ， 而 双 链 DNA 自身 却 不 能 。 另外， 蛋白 质 也 
能 结合 到 硝化 纤维 上 ， 如 果 蛋 白质 结合 了 双 链 
DNA,， 那 么 这 个 蛋白 质 -DNA 复合 物 就 能 结合 在 硝 
化 纤维 上 ， 这 是 图 5. 35 所 示 的 分 析 方 法 的 基础 。 

在 图 5. 35a 中 ， 将 标记 的 双 链 DNA 倒 人 硝化 纤 
维 滤 膜 ， 分 别 对 滤液 〈 通 过 滤 膜 的 物质 ) ANE 
附 物 中 的 标记 量 进行 检测 ， 结 果 显 示 所 有 被 标记 的 
物质 都 穿 过 滤 膜 进入 滤液 中 ， 证 明 双 链 DNA 不 能 结 


蛋白 质 -DNA 复 合 物 


© 


图 5.35 硝化 纤维 素 滤 膜 结合 分 析 。(a) WH DNA。 末端 标记 的 双 链 DNA〈 双 螺旋 形 ) 
通过 硝化 纤维 素 膜 ， 用 液体 闪烁 计数 器 检测 膜 上 和 滤液 中 的 放射 性 。 膜 上 没有 放射 性 ， 
说 明 双 链 DNA 不 能 结合 硝化 纤维 素 膜 。 但 是 单 链 DNA 可 紧密 结合 在 滤 膜 上 。(b) 蛋白 
质 。 标 记 和 蛋白 质 〈 小 球 ) 并 流 过 硝化 纤维 素 滤 膜 ， 蛋 白质 结合 在 滤 膜 上 。(c) 双 链 DNA- 
蛋白 质 混合 物 。 末 端 标记 的 双 链 DNA 与 未 标记 蛋白 质 〈 绿 色 ) 混合 ， 形 成 DNA- 蛋 白质 
复合 物 ， 然 后 流 过 硝化 纤维 素 膜 。 由 于 与 蛋白 质 的 结合 ， 标 记 的 双 链 DNA 结合 在 硝化 纤 
维 素 膜 上 ， 由 此 为 分 析 DNA 与 蛋白 质 的 结合 提供 了 一 种 方便 的 分 析 方法 。 
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合 在 滤 膜 上 。 图 5. 35b， 过 滤 标 记 的 蛋白 溶液 ， 所 
有 的 蛋白 都 结合 在 滤 膜 上 ， 证 明 蛋 白质 自身 与 滤 膜 
结合 。 图 5. 35c， 双 链 DNA 又 被 标记 ， 但 这 次 它 和 
能 与 之 结合 的 蛋白 混合 在 一 起 。 由 于 蛋白 质 能 与 滤 
膜 结合 ， 所 以 蛋白 质 -DNA 复合 物 也 能 结合 ， 因 而 
是 在 滤 膜 上 而 不 是 滤液 中 有 放射 性 。 因 此 ， 滤 膜 结 
合 是 一 种 直接 检测 蛋白 质 -DNA 相互 作用 的 方法 。 

小 结 ” 滤 膜 结合 作为 检测 蛋白 质 -DNA 相互 
作用 的 方法 基于 双 链 DNA 自身 不 能 结合 硝化 纤 
维 家 滤 膜 或 类 似 介 质 ， 而 和 蛋白 质 -DNA 复合 物 可 
以 结合 这 一 性 质 。 因 此 ， 可 以 标记 双 链 DNA, 
将 其 与 某 种 蛋白 质 混合 ， 通 过 检测 滞留 在 滤 膜 上 
的 标记 最 分 析 DNA 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 
FRR LAP 

另 一 种 检测 DNA- 蛋 白质 相互 作用 的 方法 依据 
小 分 子 DNA 在 凝 胶 电 泳 中 的 迁移 率 快 于 它 与 蛋白 
质 结合 后 的 迁移 率 这 一 性 质 。 因 此 ， 将 一 个 短 的 双 
链 DNA 片段 标记 后 与 某 种 蛋白 质 混合 并 进行 凝 胶 
电泳 ,然后 对 电泳 凝 胶 进行 放射 自 显影 检测 标记 物 。 
图 5. 36 显示 的 是 3 个 不 同样 本 的 电泳 迁移 率 。 泳 道 
1 是 宰 DNA， 因 为 体积 小 ， 所 以 迁移 率 很 高 。 在 本 
章 前 面 讲 过 ，DNA 电泳 图 的 顶部 习惯 性 地 作为 起 始 
位 置 ， 因 此 高 迁移 率 的 DNA 出 现在 凝 胶 的 底部 附 
近 。 泳 道 2 是 结合 了 蛋白 质 的 DNA， 其 迁移 率 大 大 
降低 。 这 就 是 该 技术 名 称 : 凝 胶 阻 滞 分 析 (gel 
mobility shift assay) W M ik BAH St #7 (electro- 
phoretic mobility shift assay, EMSA) 的 来 源 。 泳 道 
3 是 同样 的 DNA 结合 了 两 个 蛋白 质 的 电泳 结果 ， 因 
为 结合 在 DNA 上 的 蛋白 质 分 子 质量 更 大 ,迁移 率 
进一步 降低 ， 这 叫做 超 阻 灌 〈supershift)。 该 蛋白 
可 能 是 另 一 种 DNA 结合 蛋白 也 可 能 是 结合 在 第 一 
个 蛋白 质 上 的 第 二 个 蛋白 质 ， 甚 至 还 可 能 是 一 种 与 
第 一 个 蛋白 质 特异 性 结合 的 抗体 。 
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图 5.36 凝 胶 阻 滞 实 验 。 对 纯 标记 的 DNA 或 
DNA- 蛋 白质 复合 物 进行 凝 胶 电 泳 ， 然 后 放射 自 
显影 检测 DNA 及 其 复合 物 。 泳 道 1 显示 裸 DNA 
的 高 迁移 率 。 泳 道 2 显示 蛋白 质 结合 DNA 后 迁 
移 的 阻 汪 。 泳 道 3 显示 DNA- 和 蛋白 质 复合 物 再 结 
合 第 二 个 蛋白 质 后 的 超 阻 洁 现象 。DNA 两 端的 小 
圆 点 代表 末端 标记 物 。 
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WE BL BLM So LE NY 
DNA 与 蛋白 质 结合 降低 DNA 分 子 的 电泳 迁移 率 
来 分 析 DNA 与 蛋白 质 的 相互 作用 。 


DNA 酶 足迹 


足迹 法 是 检测 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 方法 ， 
可 确定 DNA 上 的 靶 位 点 ， 甚 至 可 确定 参与 蛋白 质 
结合 的 碱 基 。 有 多 种 足迹 法 ， 较 通用 的 3 种 是 ， 
DNase、 硫 酸 二 甲 酯 (DMS) ABBA HBS wi 
Chydroxyl radical footpringting )。DNase 足迹 法 
(DNase footpringting) (图 5.37) 基于 蛋白 质 与 
DNA 结合 后 覆盖 了 结合 位 点 使 其 免 受 DNase 降解 
的 原理 。 在 这 个 意义 上 ， 蛋 白质 将 其 “足迹 ”就 留 
在 了 DNA 上 。 足迹 实验 的 第 一 步 是 对 DNA 进行 末 
端 标 记 。 双 链 的 任意 一 条 链 都 可 被 标记 ， 但 每 次 实 
验 只 能 标记 一 条 。 接 着 是 蛋白 质 (图 中 椭圆 部 分 ) 
与 DNA 结合 ， 然 后 用 DNase 1 在 温和 条 件 下 很 少 
量 的 DNase 1) 处理 DNA- 蛋 白质 复合 物 ， 使 每 个 
DNA 分 子平 均 仅 被 切割 一 次 。 接 下 来 ， 将 蛋白 质 从 
DNA 上 除去 ， 分 离 出 DNA 链 ， 所 得 DNA 片段 在 
高 分 辩 率 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 电泳 ， 在 旁边 泳 道 加 
入 DNA 标准 分 子 〈 图 上 未 给 出 )。 当 然 ，DNA 的 另 
一 端 也 会 产生 片段 ， 但 是 没有 标记 因此 检测 不 到 。 
电泳 时 ， 通 常 包 括 一 个 无 蛋白 质 的 DNA 作对 照 ， 
同时 还 设置 一 个 以 上 的 蛋白 质 浓度 ， 足 迹 区 域 DNA 
条 带 的 逐渐 消失 说 明 DNA 受 保护 的 程度 依赖 于 蛋 
白质 浓度 。 足 迹 代表 了 被 蛋白 质保 护 的 DNA 区 域 ， 
因而 也 指示 了 蛋白 质 结合 的 部 位 。 
DMS 足迹 法 和 其 他 足迹 法 

DNase 足迹 法 提供 了 研究 蛋白 质 在 DNA 上 定 
位 的 很 好 思路 ， 然 而 DNase 是 一 种 大 分 子 ， 对 于 探 
究 结 合 位 点 的 详细 情况 来 说 显得 过 于 钝 拙 ， 即 在 蛋 
白质 和 DNA 相互 作用 的 区 域 可 能 会 出 现 缺 口 , 但 
DNasel 不 能 进入 而 无 法 检测 。 此 外 ，DNA 结合 蛋 
白 经 常 干扰 结合 区 域 的 DNA， 使 双 螺 旋 结 构 扭 曲 ， 
尽管 这 些 干扰 作用 是 有 意义 的 ， 但 是 一 般 不 能 用 
DNase 足迹 法 检测 ， 因 为 蛋白 质 使 DNase I 不 能 接 
近 。 而 更 细致 的 足迹 法 需要 一 种 更 小 的 分 子 以 便 进 
入 DNA- 蛋 白质 复合 物 的 隐蔽 处 和 缝隙 里 ， 从 而 揭 
示 这 种 相互 作用 的 细微 之 处 ER Z R 
(dimethyl sulfate, DMS) 可 很 好 地 完成 这 一 任务 。 

图 5. 38 显示 DMS 足迹 法 ， 与 DNase 足迹 法 一 
样 ， 以 末端 标记 的 DNA 与 蛋白 质 结合 开始 。 然 后 ， 
复合 物 经 DMS 温和 甲 基 化 ， 使 每 个 DNA 分 子平 均 
只 发 生 一 次 甲 基 化 。 接 着 去 除 蛋 白质 ，DNA AKA 
吡啶 处 理 ， 去 除 甲 基 化 的 味 叭 形成 脱 嘎 叭 位 点 (无 


DNAR (温和) , 然后 除去 
蛋白 质 和 变性 的 DNA 
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图 5,37 DNA 酶 足迹 实验 。(a) 方法 概要 。 以 一 端 带 标记 〈 小 圆 点 ) 的 双 链 DNA 开始 。 接 
着 将 一 个 蛋白 质 与 其 结合 。 然 后 在 温和 条 件 下 用 DNase 1 处 理 DNA- 蛋 白质 复合 物 ， 以 便 对 每 
分 子 DNA 约 引入 一 个 切口 。 然 后 除去 蛋白 质 ， 变 性 DNA， 产 生 末端 标记 的 片段 如 图 中 部 所 
示 。 注 意 ， 除 蛋白 质 结合 区 域外 ，DNase 以 规则 的 间隔 切割 DNA。 最 后 ， 电 沪 标 记 的 片段 并 
放射 自 显影 检测 。3 个 泳 道 分 别 代表 结合 了 0、1、5 个 单位 蛋白 质 的 DNA。 没 有 蛋白 质 的 沪 
道 显示 出 片段 的 正常 梯形 ， 有 1 单位 蛋白 质 的 泳 道 显 示 部 分 保护 ， 有 5 单位 蛋白 质 的 泳 道 显 
示 中 部 完全 被 保护 。 被 保护 的 区 域 就 叫做 足迹 ， 显 示 的 是 蛋白 质 结合 DNA 的 部 位 。 通 常 还 
要 在 平行 沪 道 中 对 相同 的 DNA 进行 测序 反应 ， 指 出 蛋白 质 结合 的 位 点 。(b) 实际 的 实验 结 
RR. Kill 1~4 分 别 是 结合 了 0pmol、10pmol、18pmol、90pmol 蛋白 质 的 DNA (1pmol = 
10 “mol)。 先 前 已 经 通过 标准 的 双 脱 氧 测序 法 获得 DNA 的 序列 。 (Source: (b) Ho et al, ， 
Bacteriophage lambda protein cll binds promoters on the opposite face of the DNA helix from 


RNA polymerase. Nature 304 (25 Aug 1983) p. 


碱 基 的 脱氧 核糖 核 苷 酸 )， 并 在 这 些 脱 嘎 叭 位 点 处 断 
31 DNA, 

最 后 电泳 DNA 片段 ， 凝 胶 放 射 自 显影 检测 被 
标记 的 DNA 条 带 。 每 个 条 带 的 两 端 接着 因 甲 基 化 
而 未 被 蛋白 质保 护 的 碱 基 。 在 这 个 例子 中 随 着 更 多 
的 蛋白 质 加 入 ， 有 3 个 条 带 逐 渐 消 失 ， 在 高 浓度 下 ， 
实际 上 只 有 一 个 条 带 是 显著 的 。 这 说 明 与 蛋白 质 的 
结合 干扰 了 DNA 的 双 螺 旋 结构 从 而 导致 相应 条 带 
的 碱 基 对 甲 基 化 更 敏感 。 

BR DNase I #1 DMS 外 ， 其 他 一 些 试剂 也 常用 于 
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DNA- 蛋 白质 复合 物 足 迹 法 ， 打 断 蛋白 质保 护 区 域 之 
外 的 DNA 分 子 。 例如， 含有 铀 或 铁 有 机 人 金属 的 复 
合 物 通过 产生 羟基 自由 基 (hydroxyl radical) 来 攻 
击 并 打 断 DNA 链 。 


小 结 ”足迹 法 是 寻找 DNA 结合 蛋白 的 靶 
DNA 序列 或 结合 位 点 的 一 种 方法 。DNase 足迹 
法 的 操作 步骤 是 ， 先 将 蛋白 质 与 其 又 DNA 结合 ， 
然后 用 DNase 处 理 DNA- 蛋 白质 复合 物 。 所 得 
DNA 片段 进行 电泳 时 ， 在 蛋白 质 结合 位 点 皇 现 为 
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图 5.38 硫酸 二 甲 酯 (DMS) 足迹 法 。(a) 方法 概要 。 与 DNA 酶 足迹 法 相同 ， 以 末端 标记 
的 DNA 开始 ， 然 后 与 蛋白 质 GAD 结合 。 在 本 例 中 ， 蛋 白质 与 DNA 结合 后 引起 双 链 
DNA 的 某 个 区 域 融 解 ， 形 成 一 些 “ 小 泡 "。 用 DMS 甲 基 化 DNA, ff DNA 的 某 些 碱 基带 上 
甲 基 基 团 (CH,s)。 甲 基 化 在 温和 条 件 下 进行 ， 使 每 个 DNA 分 子平 均 仅 有 一 个 碱 基 甲 基 化 
(这 里 为 方便 起 见 将 所 有 7 处 甲 基 化 都 标 在 一 条 链 上 )。 然 后 用 六 氧 吡啶 从 DNA 上 除去 甲 基 
化 的 哇 叭 ， 接 着 在 这 些 脱 晨 叭 位 点 处 断裂 DNA， 由 此 产生 图 中 间 所 示 的 带 标记 的 DNA 片 
段 。 片 段 经 电泳 后 放射 自 显影 ， 结 果 显 示 在 图 底部 。 有 3 个 位 点 被 蛋白 质保 护 未 被 甲 基 化 ， 
但 有 一 个 位 点 对 甲 基 化 却 更 敏感 了 较 黑 的 条 带 )， 因 为 蛋白 质 结合 后 在 此 位 点 发 生 了 解 旋 。 
(b) 实际 的 电泳 结果 。 泳 道 1 和 泳 道 4 无 蛋白 质 ， 泳 道 2 和 泳 道 3 结合 该 DNA 区 域 的 蛋白 
质 浓度 逐渐 增加 。 括 号 内 是 一 个 显著 的 足迹 区 域 。 星 号 指 蛋白 质 结合 后 产生 的 甲 基 化 敏感 区 
e (Source: (b) Learned et al. , Human rRNA transcription is modulated by the coordinate 
binding of two factors to an upstream control element. Cell 45 (20 June 1986) p. 849, f. 2a. 
Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


缺口 , 或 “足迹 ”"， 其 形态 为 蛋白 质保 护 DNA 免 位 点 被 打 断 。 标 记 的 DNA 片段 在 电泳 上 显示 的 
受降 解 的 方式 .硫酸 二 甲 酯 “DMS)》 足迹 法 遵循 甲 基 化 《或 超 甲 基 化 ) 位 点 表明 了 DNA 与 蛋白 质 
类 似 的 原理 除了 用 DNA 甲 基 化 试剂 DMS 代替 结合 的 部 位 。 关 基 自 由 基 足 迹 法 用 含有 钢 或 铁 有 
DNase 攻击 DNA- 蛋 白质 复合 物 外 : DNA 在 甲 基 化 机 金属 的 复合 物产 生产 基 自 由 基 打 断 DNA E. 
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5.7 寻找 与 其 他 分 子 相互 作用 的 
RNA 序列 


SELEX 


SELEX [指数 级 富 集 配 体系 统 进 化 技术 (system- 
atic evolution of ligands by exponential enrichment)] 
最 初 研发 出 来 是 用 于 寻找 与 特殊 分 子 结合 的 短 RNA 
序列 [ 适 配 子 (aptamer)] 的 一 种 方法 。 图 5.39 显 
示 了 经 典 SELEX 的 过 程 。 以 PCR 扩 增 合成 DNA 
的 混合 物 开始 ， 这 些 DNA 具有 不 变 的 两 端 区 域 
(红色 ) 和 随机 的 中 间 区 域 〈 蓝 色 )， 该 随机 区 域 可 
以 编码 超过 105 的 不 同 RNA 序列 。 第 一 步 ， 用 噬 菌 
体 T7 RNA SRA BRINE RIX DNA, TIRNA BK 
合 酶 识别 混合 物 中 每 个 DNA 不 变 区 上 游 的 T7 启动 
子 。 接 下 来 ， 用 树脂 结合 了 靶 分 子 的 亲 和 柱 层 析 钟 
选 适 配 子 。 选 出 的 RNA 结合 到 树脂 上 然后 用 含有 
靶 分 子 的 溶液 洗 脱 。 用 DNA 常规 区 末端 特异 性 的 
引物 ， 将 选 出 的 RNA 反 转 录 成 双 链 DNA， 再 次 进 
行 PCR。 


(a) rae ly ~~ 


ON ar u A 


图 5.39 SELEX, <> DNA 的 集合 ( 顶 
部 ) 开始 ， 其 序列 是 随机 的 〈 中 间 部 分 ) 两 侧 是 
不 变 序列 。 (a) 将 DNA 库 转录 成 RNA 库 ， 其 
中 含有 两 侧 是 不 变 序 列 的 随机 序列 ;(b) 通过 带 
有 靶 分 子 的 亲 和 层 析 选 择 适 配 子 ，(c) 反 转 录 
RNA 产生 cDNA 库 ，，(d) PCR 扩 增 cDNA， 引 
物 与 DNA 两 端 不 变 区 互补 ， 将 这 个 循环 重复 几 
次 富 集 库 中 的 适 配 子 。 


一 轮 SELEX 产生 的 一 大 批 分 子 只 是 部 分 富 集 
了 适 配 子 ， 所 以 这 一 过 程 要 重复 多 次 才能 产生 高 度 
富 集 的 适 配 子 。SELEX 已 经 被 广泛 地 应 用 于 寻找 与 
蛋白 质 结合 的 RNA 序列 ， 尤 其 是 在 天 文 数字 般 巨 
大 的 起 始 RNA 序列 中 寻找 几 个 适 配 子 时 极为 有 效 。 


功能 性 SELEX 


功能 性 SELEX (functional SELEX) ”在 起 始 
序列 的 “大 海 ”中 捞 几 个 “ 针 ” CRNA 序列 ) 方面 
与 经 典 的 SELEX 很 相似 ， 但 不 是 寻找 与 其 他 分 子 
结合 的 适 配 子 ， 而 是 寻找 具有 一 定 功能 的 RNA JF 
列 。 仅 仅 是 简单 的 结合 ， 筛 选 还 是 容易 的 ， 只 需 订 
和 层 析 即 可 。 但 是 基于 功能 的 筛选 就 复杂 多 了 ,在 
设计 筛选 步骤 中 需要 有 创造 性 。 例 如 ， 最 早 的 功能 
性 SELEX 程序 是 检测 核 酶 (具有 酶 活性 的 RNA), 
这 种 核 酶 活性 改变 了 RNA 自身 使 其 能 够 被 扩 增 。 
一 个 简单 的 例子 是 核 酶 可 以 给 自己 的 末端 添加 核 背 
酸 ， 这 一 活性 使 研究 者 可 以 给 核 酶 提供 序列 已 知 的 
寡 聚 核 苷 酸 ， 而 核 酶 又 可 将 这 个 标签 加 到 自身 。 一 
旦 加 上 标签 ， 核 酶 就 成 为 可 用 PCR 引物 与 标签 互补 
进行 扩 增 的 底 物 了 。 

随机 RNA 序列 库 也 许 不 含 任何 高 活性 的 RNA, 
但 是 这 一 问题 可 通过 在 突变 条 件 下 的 扩 增 而 克服 ， 
由 此 产生 多 种 有 活性 的 变异 体 ， 其 中 有 些 分 子 的 活 
性 可 能 比 其 原来 的 要 高 ， 几 轮 钊 选 和 突变 之 后 就 可 
以 产生 具有 很 强 酶 活性 的 RNA, 

小 结 “SELEX 是 一 种 寻找 与 其 他 分 子 ， 包 

括 蛋 白质 相互 作用 的 RNA 序列 的 方法 。 通 过 亲 
和 层 析 利 选 与 翅 分 子 作用 的 -RNA， 然后 将 其 转 
换 成 双 链 DNA 并 进行 PCR 扩 增 。 这 个 程序 经 过 
几 轮 后 ， 与 靶 分 于 结合 的 RNA 序列 就 被 极 大 地 
富 集 了 。 功 能 性 SELEX 是 这 一 方法 的 衍生 ,其 
中 期 望 的 功能 是 改变 RNA 使 其 能 够 被 扩 增 。 如 
果 期 望 的 功能 是 酶 学 上 的 ， 便 可 在 扩 增 步骤 中 引 
入 突变 以 产生 具有 更 高 活性 的 变异 体 。 
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在 第 5 章 中 我 们 所 讨论 的 大 部 分 技术 都 是 关于 
探索 基因 的 结构 和 活性 的 ， 然 而 这 些 技术 经 常 遗 留 
一 个 有 关 基 因 功 能 的 大 问题 :在 生物 体 的 生命 活动 
中 这 些 基因 起 什么 作用 ? 通常 ， 对 这 个 问题 最 好 的 
回答 是 观察 生物 体内 某 个 基因 突变 后 的 情况 。 我 们 
现在 有 了 靶 向 中 断 生 物体 内 基因 的 方法 。 例如， 可 
以 通过 插入 外 源 片段 而 中 斯 小 鼠 的 基因 ， 并 把 这 种 
小 鼠 叫做 融 除 小 鼠 〈knockout mice). 

图 5. 40 解释 了 一 种 构建 基因 项 除 小 鼠 的 方法 。 
首先 克隆 一 段 DNA， 其 中 含有 待 殴 除 的 小 鼠 基 因 ， 
然后 用 具有 新 霉 素 抗 性 的 基因 插入， 中 断 这 个 靶 基 
因 ， 在 克隆 基因 的 其 他 部 位 (车 基 因 之 外 ) 引 人 一 
个 胸 背 激酶 基因 tk”)。 这 两 个 额外 基因 将 用 于 随后 
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干扰 带 有 随机 插入 没有 插入 
因 的 细胞 片段 的 细胞 片段 的 细胞 


| 
7 | 收集 细胞 


000; 
oooe 
8 | 用 G418 和 两 氧 鸟 音节 和 
带 有 受 干扰 基因 的 细胞 
图 5.40 MEBARRNM: 阶段 1， 构 建 带 有 中 断 基因 的 干细胞 。1. USAR RPA ( 靶 基 
FA) 和 胸 苷 激酶 基因 k) 的 质粒 开始 。 将 新 霉 素 抗 性 基因 〈 红 色 ) MARWA 。 
2. 收集 褐色 小 鼠 的 胚胎 干细胞 。3. 用 含有 打 断 了 靶 基 因 的 质粒 转 染 胚胎 干细胞 。4 和 5. 转 染 后 产 
生 3 种 结果 ，4a。， 质 粒 上 被 中 断 的 把 基因 与 同 源 的 野生 型 对 基因 发 生 同 源 重组 ,使 染色 体 的 野生 型 
靶 基因 被 质粒 的 中 断 芭 基因 取代 5a) 。4b， 与 细胞 基因 组 的 非 同 源 序 列 发 生 非 特异 性 重组 ， 使 中 
断 靶 基因 和 ck 基因 随机 插 人 细胞 的 基因 组 〈5b) 。4c， 未 发 生 重 组 ， 中 汤 地 基因 没有 与 基因 组 整合 
(5c). 6. 由 这 3 种 情况 产生 的 细胞 分 别 用 不 同 颜色 的 表示 : 同 源 重组 产生 带 有 中 断 靶 基因 〈6a) 的 
细胞 红色 )， 非 同 源 重 组 产生 带 有 随机 插入 的 中 断 靶 基因 与 k* 基因 的 细胞 GE), 非 重 组 产生 
没有 中 断 靶 基因 整合 的 细胞 〈 棕 色 )。7. 收集 转化 的 细胞 含有 全 部 3 种 细胞 ( 红 、 蓝 、 棕 )。8. 在 
含有 新 霉 素 类 似 物 G418 和 丙 氧 鸟 苷 的 培养 基 中 培养 细胞 。G418 ARAB RSE, Mk 
RAMA ORG). MATES ck 基因 的 细胞 ， 即 发 生 非 特异 性 重组 的 细胞 〈 蓝 色 )， 
最 后 只 留 下 发 生 同 源 重组 的 细胞 〈 红 色 )， 因 而 含有 中 断 靶 基因 。 
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剔除 未 发 生 定向 敲 除 的 克隆 。 H, HRA Ck). RA AE RP 

接 下 来 ， 将 构建 的 小 鼠 DNA 与 褐色 小 鼠 的 胚 。 重组 的 概率 非常 小 ,许多 干细胞 不 会 发 生 重组 因此 
胎 干细胞 混合 。 中 断 的 基因 通过 某 种 途径 进入 少许 ”也 不 会 受到 中 断 的 靶 基因 的 干扰 。 还 有 一 些 干 细胞 
胚胎 干细胞 的 核 内 ， 与 细胞 中 同 源 的 野生 型 靶 基因 会 发 生 非 特异 性 重组 ， 被 中 断 的 基因 随机 插 人 到 基 
之 间 发 生 同 源 重 组 ,使 被 中 断 的 基因 进入 小 鼠 基 因 ” 因 组 中 而 没有 替换 相应 的 野生 型 基因 。 
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图 5.41 MERARRDR: 阶段 2， 将 中 断 基因 置 入 动物 体内 。1. 将 含有 中 断 基因 (图 5.40) 的 细胞 注 
射 到 黑 鼠 的 砷 胚 期 胚 泡 中 。2. 将 这 个 混合 胚胎 植 和 代孕 母 鼠 的 子宫 中 。3. RR RRA, HE 
色 和 棕色 皮毛 可 以 鉴定 《回想 一 下 ， 这 些 改变 的 细胞 来 自 棕色 鼠 ， 被 置 于 黑色 鼠 的 胚胎 中 )。4. URAL) 
BA CRETE) 成熟。5. 将 其 与 野生 型 峻 性 黑 鼠 交配 ， 丢 弃 来 源 于 野生 型 胚胎 的 黑色 后 代 ， 只 有 棕色 小 鼠 来 自 
转基因 移植 的 细胞 。6. 选择 一 对 均 含有 中 断 基因 (通过 Southern 印迹 检测 ) 的 肉 雄 棕色 小 鼠 并 让 它们 交配 。 
再 用 Southern 印记 检测 棕色 后 代 的 DNA。 这 一 次 找到 了 中 断 基因 的 纯 合 体 ， 即 基因 敲 除 小 鼠 。 现 在 观察 这 
JUN Di EAE SE BR TH A A o 
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那么 如 何 别 除 未 发 生 同 源 重 组 的 绍 胞 呢 ? 我 们 
先前 引入 的 额外 基因 在 这 个 环节 上 便 可 发 挥 作用 了 
未 发 生 重组 的 细胞 没有 新 霉 素 抗 性 基因 ， 因 此 在 含 
有 新 者 素 衍生 物 G418 的 培养 基 上 培养 细胞 可 以 将 
其 排除 。 而 发 生 了 非特 异性 重组 的 细胞 ， 基因 随 
干扰 基因 一 同 进入 细胞 的 基因 组 中 ， 用 一 种 能 杀 死 
tkt 细胞 的 药物 gangcyclovir 杀 死 这 些 细胞 (我 们 用 
的 干细胞 是 做 -) 。 用 这 两 种 药物 处 理 后 , 剩 下 的 就 
是 发 生 了 同 源 重组 的 工程 细胞 ， 而 且 是 含有 中 断 基 
因 的 杂 合子 细胞 。 

下 一 个 任务 是 将 这 些 中 断 基因 导入 小 鼠 体内 
(图 5.41)， 做 法 是 将 得 到 的 工程 干细胞 注射 到 最 终 
将 发 育成 黑 也 的 胚 泡 中 ， 再 将 这 个 改变 的 胚胎 植 人 
RARE, ERG ERAN. 通过 小 鼠 的 
毛色 可 辨认 说 合体 小 鼠 ， 其 黑色 条 纹 来 自 原来 的 黑 
忌 胚 胎 ， 而 神色 条 纹 来 自 移植 的 工程 细胞 。 

为 了 获得 真正 的 杂 合子 小 鼠 而 不 是 嵌 合 体 ， 可 
等 到 区 合体 小 鼠 成 熟 后 与 黑 鼠 交配 。 由 于 神色 〈 鼠 
灰色 ) 是 显 性 性 状 ， 所 以 子 代 中 自然 有 神色 小 鼠 。 
实际 上 ， 所 有 由 工程 干细胞 的 配子 发 育成 的 子 代 小 
鼠 都 是 福 色 的 。 由 于 工程 干细胞 是 项 除 基因 的 杂 合 
子 ,， 所 以 只 有 一 半 的 褐色 小 也 携带 有 中 断 基因 。 
Southern 印迹 显示 在 我 们 的 实验 中 有 两 只 褐色 小 鼠 
携带 中 上 断 基因 。 将 它们 交配 后 在 子 代 小 鼠 中 检测 
DNA 寻找 基因 项 除 的 纯 合子 小 鼠 。 在 这 个 例子 中 ， 
交配 后 得 到 一 只 基因 项 除 的 纯 合子 小 鼠 。 现 在 的 任 
务 是 观察 其 表 型 。 表 型 经 常 并 不 显著 《你 能 看 出 
吗 ?)， 但 是 无 论 显著 与 否 都 是 非常 有 指导 意义 的 。 

有 时 基因 项 除 是 致死 性 的 ， 受 影响 的 小 鼠 胎儿 
在 出 生前 就 已 死亡 。 还 有 一 些 基因 蔽 除 表现 出 中 间 
效应 。 例 如 ， 肿 瘤 抑制 基因 p53， 缺 失 此 基因 的 人 
极 易 患 上 某 些 冶 症 。153 ACTA RB A LAE RB EN A 
育 但 是 在 幼年 期 会 受 肿瘤 之 苦 。 
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蛋白 质 与 核酸 纯化 的 方法 在 分 子 生物 学 中 是 至 
关 重 要 的 。 通 过 凝 胶 电 泳 可 以 分 离 各 种 大 小 不 同 的 
DNA, RNA 和 和 蛋白质。 核酸 电泳 最 常用 的 凝 胶 是 
琼脂 糖 ， 蛋 白质 电泳 一 般 选用 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 。 
SDS 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (SDS-PAGE) 可 以 通过 
分 子 的 大 小 分 离 多 肽 。 利 用 双向 电泳 分 离 多 肽 可 获 
得 高 分 辨 率 的 效果 ， 第 一 向 为 等 电 聚 焦 和 第 二 向 为 
SDS-PAGE, 

离子 交换 层 析 技术 根据 所 带 的 电荷 分 离 蛋 白质 
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等 物质 。 带 正 电荷 的 树脂 〈 如 DEAE- 葡 聚 糖 ) 用 于 
阴离子 交换 层 析 ， 带 负电 荷 的 树脂 “〈 如 磷酸 纤维 素 ) 
用 于 阳离子 交换 层 析 。 凝 胶 过 滤 层 析 利 用 填 满 了 多 
孔 树脂 的 柱子 使 小 分 子 物质 进入 孔 内 而 将 大 分 子 排 
除 在 孔 外 ， 因 此 小 分 子 物质 流速 缓慢 而 大 分 子 物质 
相对 快速 地 通过 柱子 。 亲 和 层 析 是 一 种 有 效 的 分 离 
技术 ， 利 用 了 对 目的 分 子 有 很 强 专 一 性 的 亲 和 试 剂 。 
目的 分 子 结合 到 耦合 了 亲 和 试 剂 的 柱子 上 ， 而 所 有 
或 大 多 数 其 他 分 子 能 不 结合 ， 直 接 流 过 柱子 ， 然 后 
目的 分 子 可 以 用 打 汤 专 一 性 结合 的 溶液 洗 脱 下 来 。 

分 子 生物 学 实验 中 检测 微量 物质 通常 需要 标记 
的 示 踪 剂 。 如 果 示 踪 剂 是 放射 性 的 则 可 通过 X 线 胶 
片 或 磷 屏 成 像 技术 进行 放射 自 显影 检测 ， 或 用 液体 
闪烁 计数 仪 检 测 。 现 在 也 有 非常 灵敏 的 非 放 射 性 标 
记 的 示 踪 剂 ， 它 们 能 产生 光化学 发 光 ) 或 有 色 
斑点 。 

标记 的 DNA 或 RNA 探 针 能 与 Southern 印迹 膜 
上 相同 的 或 非常 相似 的 序列 杂交 。 现 代 DNA 分 型 
技术 使 用 Southern 印迹 和 一 组 DNA 探 针 ， 检 测 动 
物 个 体 〈 包 括 人 类 ) 中 的 变异 位 点 。 作 为 一 种 取证 
工具 ，DNA 指纹 可 用 于 亲子 鉴定 、 罪 犯 鉴别 或 排除 
嫌疑 人 。 

标记 的 探 针 可 与 整个 染色 体 杂交 以 便 对 基因 或 
其 他 特异 性 DNA 序列 进行 定位 ， 这 种 杂交 的 方式 
称 为 原 位 杂交 ， 如 果 探 针 是 荧光 标记 的 ， 则 该 技术 
称 为 荧光 原 位 杂交 (FISH)。 复 合 物 中 的 蛋白 质 可 
以 用 免疫 印迹 (或 Western 印迹 ) 探测 和 定量 。 将 
蛋白 质 电泳 后 印迹 到 膜 上 ， 然 后 用 专 一 性 抗体 来 探 
测 ， 而 专 一 性 抗体 可 被 标记 的 第 二 抗体 或 蛋白 A 
检测 。 

Sanger DNA 测序 法 利用 双 脱 氧 核 苷 酸 终止 
DNA 合成 ， 产 生 一 系列 DNA 片段 ， 其 大 小 可 通过 
电泳 检测 。 每 个 片段 的 最 后 一 个 碱 基 是 已 知 的 ， 因 
为 用 于 终止 每 种 反应 的 双 脱 氧 核 苷 酸 是 已 知 的 。 因 
此 将 片段 按 大 小 排列 ， 每 个 片段 比 下 一 个 多 一 个 碱 
基 ( 碱 基 已 知 ) ， 就 能 获得 DNA 的 碱 基 序 列 。 

物理 图 谱 描述 DNA 分 子 的 物理 “路 标 "， 如 限 
制 酶 位 点 的 空间 排列 顺序 。 道 过 Southern 印迹 法 可 
完美 地 绘制 限制 性 图 谱 ， 即 将 一 种 酶 切片 段 进行 
Southern 印迹 ， 然 后 与 另 一 种 限制 性 内 切 核酸 酶 产 
生 的 被 标记 的 酶 切片 段 进行 杂交 ， 这 样 就 能 知道 两 
个 不 同 限制 酶 酶 切片 段 之 间 的 重合 情况 。 

利用 克隆 的 基因 可 以 很 方便 地 通过 定点 诱 变 引 
人 突变 ， 从 而 改变 蛋白 质 产物 的 氨基 酸 序列 。 突 变 
的 DNA 可 以 通过 双 链 DNA、 两 条 互补 的 突变 引物 ， 
通过 PCR 的 方法 产生 。 野 生 型 DNA 可 用 Dpnl N 
切 去 除 ， 这 样 得 到 的 克隆 都 是 由 突变 的 而 不 是 野生 


型 DNA 转化 的 。 

Northern 印迹 与 Southern 印迹 类 似 , 但 它 电泳 
分 离 的 是 RNA 而 不 是 DNA。 印迹 膜 上 的 RNA 可 
通过 与 标记 探 针 杂交 进行 检测 。 条 带 亮度 表示 每 个 
条 带 中 特定 RNA 的 相对 含量 ， 条 带 的 位 置 说 明 该 
特定 RNA 的 大 小 。 

Sl 图 谱 定 位 中 ， 标 记 的 DNA 探 针 用 于 检测 转 
录 物 3' 端 或 5' 端 。 探 针 与 转录 物 杂 交 使 探 针 的 被 杂 
交 部 分 免 受 S1 核酸 酶 的 消化 ， 该 酶 特异 性 地 降解 单 
链 多 核 苷 酸 。 根 据 被 转录 物 保护 的 探 针 部 分 的 长 度 
就 能 定位 转录 物 的 末端 ， 它 是 相对 于 探 针 一 个 已 知 
末端 的 定位 。 由 于 受 转录 物 保护 的 探 针 量 与 转录 物 
的 浓度 成 正比 ， 因 此 Sl 图 谱 法 也 可 作为 一 种 定量 方 
法 使 用 。RNA 酶 图 谱 源 自 Sl 图 谱 法 ， 不 同 的 是 它 
用 RNA 探 针 和 RNA 酶 取代 了 DNA 探 针 和 S1 核 
酸 酶 。 

用 引物 延伸 法 可 以 定位 转录 物 的 5' 端 ， 做 法 是 
用 一 个 赛 核 苷 酸 引 物 与 目的 RNA 杂交 ， 用 反 转 录 
酶 向 转录 物 的 5' 端 延伸 引物 ， 凝 胶 电 泳 确定 反 转 录 
物 的 大 小 ， 由 此 得 到 的 信号 强度 可 作为 转录 物 含量 
的 测定 。 

截断 转录 是 一 种 检测 体外 转录 效率 和 精确 性 的 
方法 。 将 基因 从 中 部 截断 ， 并 用 标记 的 核 苷 酸 进行 
体外 转录 。RNA 聚合 酶 脱 高 末端， 释放 不 完整 的 转 
录 物 。 根 据 截断 转录 物 的 大 小 可 定位 转录 的 起 始 位 
点 ， 转 录 物 的 量 反 映 了 转录 的 效率 。 无 G Fe Rt 
能 产生 一 段 大 小 可 预测 的 被 截 短 的 转录 产物 ,但 它 
是 将 一 个 无 G 盒 置 于 启动 子 下 游 并 在 缺少 GTP 条 
件 下 转录 形成 的 。 核 连 缀 转录 是 一 种 确定 哪些 基因 
在 特定 细胞 中 有 活性 的 方法 ， 做 法 是 让 这 些 基因 在 
分 离 的 细胞 核 里 继续 转录 。 特 定 的 转录 物 可 通过 与 
已 知 DNA 的 班 点 杂交 来 确定 。 利 用 连 组 转录 分 析 
也 可 测定 分 析 不 同 的 条 件 对 细胞 核 转录 的 影响 。 

为 了 测定 启动 子 的 活性 ， 可 以 将 启动 子 和 报告 
基因 连接 ， 如 他 半 乳糖 苷 酶 、CAT RIER, 
过 易于 分 析 的 报告 基因 产物 来 显示 启动 子 的 活性 。 
报告 基因 也 可 用 于 检测 影响 基因 翻译 的 区 域 发 生变 
化 后 翻译 效率 的 变化 。 基 因 表达 也 可 以 量化 ， 做 法 
是 通过 免疫 印迹 或 免疫 沉淀 检测 蛋白 质 产物 的 积累 。 

滤 膜 结合 实验 是 一 种 测量 DNA 与 蛋白 质 相互 
作用 的 方法 ， 其 原理 是 双 链 DNA 自身 不 能 与 消化 
纤维 素 腊 或 其 他 类 似 介质 结合 ， 而 DNA- 蛋 白质 复 
合 物 却 可 以 与 膜 结合 。 因 此 ， 将 标记 的 双 链 DNA 
与 蛋白 质 混合 后 ， 通 过 检测 膜 上 残留 的 标记 物 的 量 
来 分 析 DNA 与 蛋白 质 的 结合 情况 。 凝 胶 阻 灌 实 验 
根据 小 分 子 DNA 与 蛋白 质 结合 后 能 降低 DNA 的 电 
泳 迁 移 率 来 分 析 DNA 与 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 


足迹 法 是 寻找 DNA 结合 蛋白 的 靶 DNA 序列 或 
结合 位 点 的 一 种 方法 。DNase 足迹 法 的 操作 步骤 是 
先 将 蛋白 与 其 靶 DNA 结合 ， 然 后 用 DNase 处 理 
DNA- 蛋 白质 复合 物 ， 所 得 DNA 片段 进行 电泳 时 ， 
在 蛋白 质 结合 位 点 呈现 为 缺口 或 “足迹 ”， 其 带 型 为 
蛋白 质保 护 DNA 免 受降 解 的 方式 。 除 了 用 DNA 甲 
基 化 试剂 硫酸 二 甲 酯 (DMS) 代替 DNase 攻击 
DNA- 蛋 白质 复合 物 外 ，DMS 足迹 法 均 遵 循 类 似 的 
原理 。 电 泳 显示 未 甲 基 化 (或 超 甲 基 化 ) 位 点 ， 表 
明 DNA 与 蛋白 质 结合 的 部 位 。 羟 基 自由 基 足 迹 法 
用 有 机 金属 复合 物产 生 羟 基 自 由 基 打 断 DNA 链 。 

SELEX 是 一 种 寻找 与 其 他 分 子 ， 包 括 蛋 白质 相 
互 作 用 的 RNA 序列 的 方法 。 通 过 亲 和 层 析 筛 选 与 
靶 分 子 作用 的 RNA， 然 后 将 其 转换 成 双 链 DNA 并 
进行 PCR 扩 增 。 这 个 程序 经 过 几 轮 后 ， 与 靶 分 子 结 
合 的 RNA 序列 就 被 极 大 地 富 集 了 。 功 能 性 SELEX 
是 这 一 方法 的 往生， 其 中 期 望 的 功能 可 改变 RNA 
使 其 能 够 被 扩 增 。 如 果 期 望 的 功能 是 酶 活性 的 ， 可 
在 扩 增 步骤 引入 突变 以 产生 具有 更 高 活性 的 变异 体 。 

为 探寻 基因 的 功能 ， 可 以 通过 定向 语 除 小 鼠 中 
相应 的 基因 ， 然 后 观察 这 种 突变 对 基因 硕 除 小 鼠 的 
影响 。 


复习 题 


1. 绘图 说 明 DNA 电泳 的 原理 ， 大 致 表示 出 
150bp、600bp 和 1200bp DNA 片段 相对 的 电泳 迁 
移 率 。 

2. 什么 是 SDS? 它 在 SDS-PAGE 中 的 作用 是 
什么 ? 

3. 比较 SDS-PAGE 与 蛋白 质 现代 双向 凝 胶 电 沪 
的 异同 。 

4. 描述 离子 交换 层 析 的 原理 。 用 曲线 图 说 明 用 
这 种 方法 分 离 3 种 不 同 的 蛋白 质 。 

5. 描述 凝 胶 过 滤 层 析 的 原理 。 用 曲线 图 说 明 用 
这 种 方法 分 离 3 种 不 同 的 蛋白 质 ， 指 出 图 中 最 大 与 
最 小 的 蛋白 质 。 

6. 比较 放射 自 显影 与 磷 屏 成 像 原 理 的 异同 ， 哪 
种 方法 能 提供 更 量化 的 信息 。 

7. 描述 用 非 放射 性 方法 检测 电泳 凝 胶 中 的 特定 
核酸 片段 。 

8. 图 解 Southern 印迹 和 探 针 检测 目的 DNA 的 
过 程 ， 并 比较 与 Northern 印迹 法 的 异同 。 

9. 简 述 以 微 卫星 为 探 针 的 DNA 指纹 技术 ， 并 
将 该 方法 与 现代 法 医 DNA 分 型 技术 中 利用 探 针 检 
测 单一 可 变 DNA 位 点 的 方法 做 一 比较 。 

10. 从 Northern 印迹 膜 可 以 获得 哪 类 信息 ? 

11. 描述 荧光 原 位 杂交 FISH) ， 什 么 时 候 使 用 
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这 种 方法 而 不 用 Southern 印迹 ? 

12. 绘制 一 个 假想 的 Sanger 测序 法 的 放射 自 显 
影 图 ， 并 给 出 正确 的 DNA 序列 。 

13. 说 明 如 何 将 手动 的 DNA 测序 法 自动 化 。 

14. 说 明 如 何 通过 限制 性 图 谱 判 断 连 接 到 载体 
的 一 个 限制 性 位 点 上 的 限制 性 片段 的 方向 。 请 用 不 
同 于 书 中 的 片段 长 度 。 

15. 解释 定点 诱 变 的 原理 ? 叙述 实施 这 个 过 程 
的 方法 。 

16. 比较 Sl 图 谱 法 与 引物 延伸 法 测定 mRNA 
的 5 端的 异同 ， 哪 种 方法 还 可 用 来 测定 mRNA 的 3 
端 ， 另 一 种 方法 为 什么 不 行 ? 

17. 什么 是 截断 转录 ， 为 什么 这 种 方法 不 能 像 
Sl 图 谱 法 和 引物 延伸 法 一 样 用 于 检测 体内 转录 物 ? 

18. 怎样 标记 双 链 DNA 的 5' 端 、3' 端 ? 

19. 描述 核 连 缀 转录 分 析 ， 说 明 其 与 截断 转录 
分 析 的 不 同 。 

20. 斑点 杂交 与 Southern 印迹 法 有 什么 不 同 ? 

21. 描述 使 用 报告 基因 检测 启动 子 的 活性 。 

22. 描述 滤 膜 结合 实验 测定 DNA 与 蛋白 质 的 
结合 。 

23. 比较 分 析 DNA- 和 蛋白 质 相互 作用 的 凝 胶 阻 灌 
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实验 和 DNase 足迹 法 之 间 的 异同 。DNase 足迹 法 提 
供 了 哪些 凝 胶 阻 灌 实 验 不 能 提供 的 信息 。 

24. 比较 DMS 足迹 法 与 DNase 足迹 法 的 异同 。 
为 什么 前 者 比 后 者 更 精确 ? 

25. 描述 构造 基因 敲 除 小 鼠 的 方法 ， 说 明 胸 背 
激酶 基因 和 新 霉 素 抗 性 基因 在 这 个 过 程 中 的 重要 性 
基因 项 除 小 鼠 能 提供 哪些 信息 。 


分 析 题 


1. 对 一 些 DNA 片段 进行 了 琼脂 糖 凝 胶 电泳 并 
获得 了 图 5. 2 所 显示 的 结果 。 

a. 迁移 25mm 片段 的 大 小 是 多 少 ? 

b. 200bp 的 片段 迁移 了 多 远 ? 

2. 设计 一 个 Southern 印迹 实验 ， 检 测 嵌 合体 小 
鼠 的 DNA GHA RE RG HEE. FT a 
BES ABT BE K Di HE A E 09 FE fo — A BR A 
请 显示 成 功 插入 和 未 成 功 插 人 抗 性 基因 的 结果 。 

3. 在 DNase 足迹 实验 中 模板 链 或 非 模板 链 都 可 
以 被 标记 。 在 图 5. 37a 中 模板 链 是 标记 的 ， 那 么 图 
5. 37b 中 哪 条 链 是 标记 的 ? 你 是 怎么 知道 的 ? 


翻译 马 纪 RE KER 郑 用 建 


第 6 章 细菌 的 转录 装置 


Md 


位 于 大 头 针 针尖 的 E. coli 的 假 彩 色 扫描 电子 显微镜 图 像 (X1700)。 
© Andrew Syred /Stone/Getty. 


在 第 3 章 我 们 已 经 了 解 到 转录 是 基因 表达 的 第 
一 步 。 确实， 转录 是 许多 基因 表达 的 一 个 关键 调控 
点 ,第 6~9 章 将 详细 阐述 细菌 的 基因 转录 及 其 调控 
机 制 ， 本 章 内 容 主要 侧重 于 转录 的 基本 机 制 ， 包 括 
催化 转录 的 RNA 聚合 酶 ， 以 及 RNA 聚合 酶 与 
DNA 间 的 相互 作用 。 当 RNA 聚合 酶 锚 定 到 启动 子 
(与 基因 相 邻 的 RNA 聚合 酶 特异 结合 位 点 ) 上 时 ， 
就 意味 着 相互 作用 的 开始 ， 并 随 着 RNA 链 的 延伸 
而 持续 ， 当 RNA 聚合 酶 到 达 终 止 子 即 终止 位 点 时 ， 
相互 作用 结束 ， 并 释放 合成 的 转录 物 。 


6.1 RNA 聚合 酶 的 结构 


早 在 1960~1961 年 ， 相 继 在 动物 、 植 物 和 细菌 
中 发 现 了 RNA RAM. 而且， 正如 所 预期 的 那样 ， 
对 细菌 RNA 聚合 酶 的 研究 最 为 详尽 。 到 1969 年 ， 
组 成 已 coli RNA 聚合 酶 的 多 肽 组 分 通过 第 5 章 描述 
的 SDS-PAGE 而 确定 。 

图 6. 1 是 Richard Burgess, Andrew Travers 及 
同事 分 离 E, coli RNA 聚合 酶 亚 基 的 SDS-PAGE 实 
验 结果 图 示 ， 该 酶 包含 2 个 大 亚 基 ，B 和 B'， 其 分 
子 质量 分 别 为 150kDa 和 160kDa， 在 该 实验 中 ，B 
和 B' 亚 基 未 能 被 很 好 地 分 离开 来 ， 但 在 随后 的 实验 
中 获得 了 明确 的 分 离 鉴定 。 此 外 还 包含 。(sigma) 
亚 基 和 a WE, 分 子 质 量 分 别 为 70kDa 和 40kDa, 
在 SDS-PAGE 上 可 观察 到 这 两 个 亚 基 的 存在 。 本 实 
验 未 检测 到 分 子 质量 为 10kDa 的 w WIE, 但 对 相同 


图 6.1 磷酸 纤维 素 层 析 法 分 高 E. coli RNA 核心 
RANS o AF. Burgess, Travers 及 同事 对 
E. coli RNA 聚合 酶 全 酶 进行 磷酸 纤维 素 层 析 分 
H, 产生 A、B 和 C 3 个 蛋白 质 峰 。 然 后 ， 对 全 酶 
GIB DD. i A, BAC ( 泳 道 2 一 4) 及 纯化 的 o 
因子 〈 泳 道 5 进行 SDS-PAGE 分 析 。 峰 A 包含 
因子 及 一 些 污染 物 ; 峰 B 包 含 全 酶 ; 峰 C 包含 功 
能 性 核心 酶 〈 亚 基 a, BAB’). GRAWE: 泳 道 标 
号 从 左 到 右 应 为 5、4、3、2、1) (Source: Bur- 
gess et al. , “Factor Stimulating Transcription by 
RNA Polymerase.” Nature 221 (4 January 1969) 
p-44, fig. 3. © Macmillan Magazines Ltd. ) 
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BY E. coli RNA 聚合 酶 样品 进行 尿素 - 聚 丙烯 酰 胶 凝 
胶 电泳 时 ， 检 测 到 了 该 亚 基 的 存在 。 与 其 他 亚 基 相 
B, o 亚 基 并 不 是 细胞 生活 力 所 必需 的 ， 在 体外 也 
不 影响 酶 活性 。 虽 然 不 是 必需 亚 基 ， 但 。 亚 基 可 能 
在 酶 的 组 装 过 程 中 起 作用 。 用 星 号 标注 的 多 肽 〈 译 
者 注 : 图 上 未 给 出 星 号 ) 是 酶 的 污染 物 。RNA 聚合 
酶 全 酶 (RNA polymerase holoenzyme) 由 B 亚 基 、 
B 亚 基 、o 亚 基 、a 亚 基 和 w 亚 基 组 成 ， 即 2 分 子 a 
亚 基 和 各 1 分 子 其 他 亚 基 。 

当 Burgess, Travers 及 同事 利用 阴离子 树脂 磷 
酸 纤 维 素 对 RNA 聚合 酶 全 酶 进行 离子 交换 层 析 
(第 5 章 ) 处 理 时 ,检测 到 3 个 蛋白 质 峰 ， 标 注 为 
A、B、C。 用 SDS-PAGE 分 析 这 些 蛋白 质 峰 时 发 
现 ， 可 将 o 亚 基 与 全 酶 的 其 余 组 分 ， 即 核心 聚合 酶 
(core polymerase) 分 离开 来 ， 泳 道 2 的 结果 表明 ， 
蛋白 质 峰 A 的 成 分 含有 o 亚 基 、 多 肽 污染 物 以 及 少 
最 的 B' 亚 基 ; 泳 道 3 为 峰 B 包 含 的 多 肽 ， 其 中 包括 
EN, 沪 道 4 显示 峰 C 包含 的 组 分 ， 包 括 核心 聚合 
酶 ， 明 显 缺失 o 亚 基 ; 泳 道 5 是 从 样品 中 进一步 纯 
化 o 亚 基 的 结果 ， 已 去 除了 大 多 数 污染 物质 。 

接着 ,研究 者 测试 了 RN 人 聚合 酶 全 酶 中 核心 
RAMS o 因子 的 RNA 聚合 酶 活性 。 结 果 表 明 ， 两 
者 的 分 离 可 引发 酶 活性 的 显著 改变 〈 表 6.1)。 在 体 
外 ， 全 酶 对 TA 噬菌体 的 完整 DNA 具有 很 高 的 转录 
活性 ， 而 核心 酶 的 转录 活性 却 很 低 。 此 外 ， 核 心 聚 
合 酶 仍然 保持 聚合 RNA 的 基本 功能 ， 能 够 高 效 地 
转录 具 切 口 的 模板 〈 带 有 单 链 切 口 的 DNA) (我 们 
将 会 了 解 到 ， 切 口 DNA 的 转录 是 在 实验 室 中 的 人 
为 现象 ， 无 任何 生物 学 意义 ) 。 


(a) 
体内 转录 


表 6.1 核心 酶 与 全 酶 转录 DNA 的 活性 


相对 转录 活性 
DNA 模板 ao a6 
T4 (天 然 ， 完 整 ) 0.5 33.0 
小 牛 胸腺 〈 天 然 ， 切 口 ) 14.2 32.8 
o 亚 基 是 一 种 特异 性 因子 


将 o 亚 基 加 入 到 核心 酶 又 重新 恢复 了 其 转录 完 
整 T4 DNA 的 活性 。 更 有 意义 的 是 ，Ekkehard 
Bauz 和 同事 发 现 ， 全 酶 只 转录 某 一 类 特定 的 T4 基 
因 〈 极 早期 基因 )， 但 核心 酶 却 不 具有 这 样 的 专 
一 性 。 

核心 酶 不 仅 不 加 选择 地 转录 T4 噬菌体 的 基因 ， 
而 且 还 转录 DNA 的 两 条 链 。Bautz 及 同事 用 RNA 
聚合 酶 全 酶 或 核心 酶 转录 的 标记 产物 与 天 然 T4 Me 
菌 体 的 RNA 分 子 杂交 ， 然 后 检测 杂交 分 子 对 RNase 
的 抗 性 来 证 明了 这 一 点 〈 图 6.2)。 即 获得 两 条 互补 
配对 的 RNA 分 子 ， 从 而 形成 对 RNase 有 抗 性 的 双 
链 RNA， 由 于 天 然 T4 RNA 是 非 对 称 (asymmetri- 
cally) 转录 (在 任意 给 定 的 区 域内 ， 只 有 一 条 DNA 
链 被 转录 ) 的 产物 ， 不 应 该 与 体外 正确 转录 形成 的 
T4 RNA 杂交 。 因 为 该 RNA 也 是 以 非 对 称 方式 转录 
的 ， 与 真正 的 T4 RNA 相同 ， 不 能 互补 。Bautz 及 
同事 以 RNA 聚合 酶 全 酶 体内 转录 形成 的 T4 RNA 
为 研究 对 象 ， 确 实 观 察 到 了 这 种 现象 。 然 而 ， 如 果 
在 体外 TA RNA 是 以 对 称 方式 合成 的 ， 则 会 有 一 半 
的 体外 转录 物 与 体内 RNA 互补 ， 可 发 生 杂 交 而 获 
得 RNase 抗 性 。 事 实 上 ，Bautz 及 同事 发 现 ， 确 实 有 


(b) 
体外 对 称 转录 


体外 非 
对 称 转录 


图 6.2 体外 非 对 称 性 转录 或 对 称 性 转录 的 检测 。 (a) 在 体内 ， 转 录 是 非 对 称 性 的 ， 图 中 所 示 区 域内 


只 有 一 条 DNA 链 (红色 ) 被 转录 ， 产 生 RNA RRE). 


(b) 在 体外 ， 如 果 转 录 是 对 称 性 的 ， 则 


DNA 的 两 条 链 (红色 和 蓝 色 ) 均 能 被 转录 产生 RNA 转录 物 〈 分 别 用 橘 黄色 和 绿色 表示 )。 产 物 之 一 
GRE) 与 体内 的 RNA 产物 〈 橘 黄色 ) 互补 ， 能 够 发 生 杂 交 ， 可 以 利用 其 对 RNase 抗 性 而 检测 到 杂交 
产物 。(c) 如 果 体 外 转录 与 体内 转录 的 情况 一 样 ， 都 是 非 对 称 转录 ， 只 有 一 条 正确 的 DNA 链 (红色 ) 
被 转录 ， 产 生 RNA 转录 物 GRE), XH RNA 产物 与 体内 的 RNA 产物 是 一 致 的 ， 因 此 两 者 不 能 杂 
交 。 通 过 产物 仍然 具有 对 RNase 的 敏感 性 而 证 明 这 一 点 。 
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30% 由 核心 聚合 酶 在 体外 转录 形成 的 标记 RNA 与 
天 然 T4 RNA 杂交 后 ， 获 得 RNase 抗 性 ， 这 说 明 ， 
在 体外 核心 酶 以 非 正常 的 方式 转录 DNA 双 链 。 

很 显然 ， 全 酶 失去 o 亚 基 后 ， 核 心 酶 只 具有 基 
本 的 RNA 合成 能 力 ， 不 具有 特异 性 。 重 新 结合 o 亚 
基 后 又 焦 复 其 特异 性 。 实 际 上 ， 在 明了 这 一 特性 后 
才 将 该 因子 命名 为 o 因子 ， 选 用 o 或 希腊 字母 s 来 
表示 特异 性 。 

DG RNA 素 合 酶 是 转录 过 程 中 的 关键 因 
F. E.coli 的 RNA REWE HRONA o 亚 基 
组 成 ， 核 心 酶 是 基本 的 转录 装置 ，o 因子 能 够 指 
导 核心 酶 转录 特异 的 基因 。 


6.2 启动 子 


ER 6. 1 提 及 的 TA DNA 转录 实验 中 ， 为 什么 
核心 聚合 酶 具有 转录 切口 DNA 的 能 力 ， 而 不 能 转 
录 完 整 的 DNA? 这 是 因为 DNA 分 子 上 的 切口 
(nick) REBR (gap) 为 RNA RAM, EERON 
提供 了 理想 的 转录 起 始 位 点 。 但 这 种 转录 起 始 必定 
是 非特 异性 的 。 在 完整 T4 DNA 中 几乎 没有 切口 或 
间隙 ， 核 心 聚 合 酶 也 就 很 难 遇 到 这 种 人 为 的 起 始 位 
点 ， 因 此 对 其 只 有 微弱 的 转录 。 此 外 ， 如 果 亚 基 
存在 ，RNA 聚合 酶 全 酶 就 能 识别 天 然 T4 DNA 上 真 
正 的 聚合 酶 结合 位 点 ， 并 在 该 位 点 起 始 转录 。 聚 合 
酶 结合 的 位 点 称 为 启动 子 〈promoter) 。 在 启动 子 处 
起 始 的 体外 转录 是 特异 的 ， 如 同 在 体内 发 生 的 转录 。 
所 以 ，o 因子 的 作用 就 是 指导 聚合 酶 在 特异 的 启动 
子 处 起 始 DNA 的 转录 。 在 本 节 我 们 将 学 习 细菌 聚 
合 酶 与 启动 子 间 的 相互 作用 以 及 这 些 启 动 子 的 结构 。 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 

o 因子 如 何 改变 核心 酶 对 启动 子 结合 的 行为 方 
式 ? David Hinkle 和 Michael Chamberlin 用 硝化 纤 
维 素 滤 膜 结合 实验 〈 第 5 章 ) 回答 了 这 个 问题 。 为 
检测 全 酶 及 核心 酶 与 DNA 结合 的 紧密 程度 ， 他 们 
从 E.coli 中 分 离 出 这 些 酶 ， 并 与 H 标记 的 T7 mE 
体 DNA 结合 ,该 DNA 的 早期 启动 子 可 被 E.coli FE 
合 酶 所 识别 。 加 入 过 量 未 标记 的 T? DNA， 以 便 从 
标记 的 T7 DNA 解 离 的 聚合 酶 与 未 标记 DNA 结合 
的 概率 远 高 于 标记 的 DNA。 在 反应 不 同时 间 后 ,将 
混合 物 用 硝化 纤维 素 滤 膜 处 理 。 只 有 仍 与 聚合 酶 结 
合 的 标记 DNA 可 结合 在 膜 上 。 因 此 ， 该 实验 能 够 
测定 聚合 酶 -DNA 复合 体 的 解 离 速率 。 当 最 后 一 个 
聚合 酶 〈 可 能 是 结合 最 紧 的 ) 从 标记 的 DNA 上 脱 
解 离 下 来 ， 标 记 的 DNA 也 就 不 再 与 洪 膜 结合 ， 滤 


膜 的 放射 信号 减弱 。 

图 6. 3 显示 了 实验 结果 。 显 然 ，RNA RANE 
酶 较 核心 酶 对 T7 DNA 的 结合 更 紧密 。 事实 上 , 全 
酶 解 离 的 半衰期 (i:〉 为 30 一 60h， 即 经 过 30 一 
60h 后 ， 只 有 一 半 的 聚合 酶 -DNA 复合 物 解 离 ， 表 明 
聚合 酶 全 酶 与 DNA 的 结合 确实 十 分 紧密 。 相 比 之 
下 ， 核 心 酶 解 离 的 az 小 于 lmin， 相 对 于 聚合 酶 全 
酶 而 言 ， 核 心 酶 与 DNA 的 结合 要 松散 得 多 。 因 此 ， 
o 因子 至 少 是 在 某 些 特定 DNA 位 点 处 促进 聚合 酶 与 
DNA 的 紧密 结合 。 
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图 6.3 o 因子 促进 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 紧 
密 结合 。Hinkle 和 Chamberlin 使 *H 标记 的 T7 
DNA 与 E.coli RNA RAMH ON E) 或 
2M (AG) 结合 ， 然 后 加 入 过 量 的 未 标记 T7 
DNA， 这 样 从 标记 DNA 上 脱离 下 来 的 聚合 酶 
就 可 能 与 未 标记 的 T7 DNA 重新 结合 。 将 反应 
了 不 同时 间 的 混合 物 通过 硝化 纤维 素 滤 膜 ， 检 
测 标记 T7 DNA- 聚 合 酶 复合 物 的 解 离 〈 随 着 最 
后 一 个 聚合 酶 与 标记 DNA 的 解 离 ，DNA 不 再 
与 滤 膜 结合 ， 滤 膜 的 放射 性 随 之 消失 )。 相 对 于 
核心 聚合 酶 〈 蓝 色 ) 而 言 ， 全 酶 〈 红 色 ) 与 T7 
DNA 的 解 离 速 率 要 慢 得 多 ， 表明 全 酶 与 T7 
DNA 结合 得 非常 紧密 。 (Source: Adapted from 
Hinckle, D.C. and Chamberlin, M. J.. , “Stud- 
ies of the Binding of Escherichia coli RNA Poly- 
merase to DNA,” Journal of Molecular Biolo- 
gy, Vol. 70, 157-85, 1972. ) 


在 解 离 实验 中 ，Hinkle 和 Chamberlin 转换 了 实 
验 程序 ， 先 使 聚合 酶 与 未 标记 DNA 结合 ， 然 后 加 
人 过 量 的 标记 DNA， 最 后 ， 在 不 同时 间 内 将 混合 物 
通过 硝化 纤维 素 滤 膜 。 这 一 过 程 测定 了 最 初 《和 最 
松散 结合 ) 的 聚合 酶 解 离 情 况 ， 因 为 新 解 离 的 聚合 
酶 能 够 与 游离 的 标记 DNA 结合 ， 从 而 使 标记 DNA 
结合 到 滤 腊 上。 此 分 析 揭 示 ， 全 酶 与 核心 酶 一 样 ， 
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在 DNA 上 都 有 松散 结合 位 点 。 

Chamberlin 解释 认为 ， 全 酶 在 T7 DNA 上 存在 
两 种 结合 位 点 ， 紧密 结合 位 点 和 松散 结合 位 点 。 而 
核心 聚合 酶 只 能 与 DNA 松散 结合 。 因 为 Bautz 等 已 
经 证 明 是 全 酶 而 不 是 核心 酶 能 够 识别 启动 子 ， 由 此 
推测 紧密 结合 位 点 可 能 就 是 启动 子 ， 而 松散 结合 位 
点 则 是 DNA 的 其 他 部 分 。Chamberlin 及 同事 的 研 
究 也 表明 ， 全 酶 与 T7 DNA 的 紧密 结合 复合 物 在 添 
加 核 苷 酸 时 能 立即 起 始 转录 ， 强 化 了 紧密 结合 位 点 
确实 是 启动 子 的 结论 。 如 果 育 合 酶 已 经 与 远离 启动 
子 的 位 点 发 生 了 紧密 结合 ， 那 么 ， 会 因为 聚合 酶 寻 
找 起 始 位 点 而 发 生 转 录 滞 后 现象 。 进 而 ，Chamber- 
lin 及 同事 用 滴定 法 分 析 聚 合 酶 在 T? DNA 分 子 上 的 
紧密 结合 位 点 ， 只 发 现 8 个 位 点 ， 与 该 DNA 的 早期 
启动 子 数 目 相近 。 相 反 ， 全 酶 与 核心 酶 在 DNA 上 
的 松散 结合 位 点 大 约 有 1300 个 ， 这 些 松散 结合 位 点 
出 现在 DNA 的 任何 区 域 ， 因 此 也 就 没有 特异 性 。 
核心 酶 不 能 与 紧密 结合 位 点 〈 启 动 子 ) 结合 ， 这 也 
解释 了 核心 酶 不 能 特异 地 起 始 DNA 转录 的 原因 ， 
因为 起 始 转录 需要 与 启动 子 的 紧密 结合 。 

Hinkle 和 Chamberlin 也 检验 了 温度 对 全 酶 与 


标记 DNA 结 合 量 % 
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图 6.4 温度 对 全 酶 -T7 DNA 复合 体 解 离 的 影 
Mlo Hinkle 和 Chamberlin 使 E. coli RNA 聚合 
MENSH 标记 的 T7 DNA 在 37C 《红色 )、 
25°C (BRE), 15T (EE) 条 件 下 结合 形成 复 
Aik. 然后 ， 加 入 未 标记 的 T7 DNA， 使 之 与 
解 离 的 聚合 酶 发 生 竞争 性 结合 ; 在 不 同时 间 取 
样 并 进行 硝化 纤维 素 滤 膜 处 理 以 监测 聚合 酶 - 标 
记 T7 DNA 复合 物 的 解 离 情 况 。37 尼 条 件 下 形 
成 的 复合 体 比 25C 条 件 下 形成 的 复合 体 稳定 得 
多 ; 而 后 者 又 比 15C 条件 下 形成 的 复合 体 稳 
定 。 说 明 较 高 温度 有 利于 RNA RANAN 
T? DNA 的 紧密 结合 。 (Source: Adapted from 
Hinckle, D. C. and Chamberlin, M. J. , “Studies 
of the Binding of Escherichia coli RNA Polymer- 
ase to DNA,” Journal of Molecular Biology, 
Vol. 70, 157-85, 1972. ) 
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T7 DNA 结合 的 影响 ， 发 现 提高 温度 能 显著 增强 两 
者 间 的 紧密 结合 。 图 6. 4 显示 ， 在 25'C 时 的 解 离 速 
率 明显 高 于 37'C 时 的 解 离 速 率 ，15'C 时 解 离 速 率 更 
高 。 因 为 高 温 能 促进 DNA HAR RHE, OB 2 章 )， 
这 一 发 现 与 紧密 结合 涉及 DNA 局 部 解 链 的 观点 一 
致 。 在 本 章 的 后 面部 分 我 们 将 介绍 这 一 假设 的 直接 
证 据 。 

Hinkle 和 Chamberlin 将 有 关 聚 合 酶 与 DNA 之 
间 相 互 作 用 的 研究 发 现 总 结 为 以 下 假说 〈 图 6. 5) 
RNA 聚合 酶 全 酶 先 与 DNA 松散 结合 ， 可 能 一 开始 
就 结合 在 启动 子 上 ， 或 沿 DNA 链 扫描 直到 发 现 启 
动 子 。 全 酶 与 启动 子 松散 结合 形成 的 复合 物 称 为 闭 
SBF MAE (closed promoter complex) ， 因 为 
DNA 依然 保持 着 闭合 的 双 链 形式 。 然 后 ， 全 酶 使 处 
于 启动 子 内 的 一 小 段 区 域 焙 解 而 形成 开放 的 启动 子 
复合 体 (open promoter complex), ix Bt RAN 
DNA 间 紧密 结合 。 之 所 以 称 为 开放 的 启动 子 复合 
体 ， 是 因为 该 开放 复合 体 的 形成 依赖 于 DNA 的 
解 旋 。 

由 聚合 酶 在 闭合 启动 子 复合 体 中 的 松散 结合 转 
变 为 在 开放 启动 子 复合 体 中 的 紧密 结合 需要 o 因子 
的 参与 ， 并 导致 转录 的 开始 。 现 在 ,我 们 可 以 领悟 
9 因子 在 决定 转录 特异 性 中 是 如 何 发 挥 功能 的 ，o 因 
子 选择 能 与 RNA 聚合 酶 紧密 结合 的 启动 子 ， 这 样 
与 启动 子 相 邻 的 基因 将 被 转录 。 
(a) 启动 子 搜索 


“Core 


(b) 形成 闭合 | 
启动 子 复合 体 i 


图 6.5 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 。 (a) RNA 
聚合 酶 全 酶 与 DNA 进行 松散 地 结合 与 再 结合 ， 
并 寻找 启动 子 ，〈b) 全 酶 找到 启动 子 并 与 之 松 
散 结 合 ， 形 成 闭合 启动 子 复合 体 ;(c) 全 酶 的 紧 
密 结合 使 DNA 局 部 解 链 ， 形 成 开放 的 启动 子 复 
ik. 


AG o 因子 通过 引起 RNA 全 酶 紧密 地 结 
合 到 启动 子 上 而 引发 转录 的 起 始 。 这 种 紧密 结合 


依赖 于 DNA 局 部 解 链 形成 开放 启动 子 复合 体 ， 
这 一 事件 由 = 因子 促进 。 因 此 ，= 因子 能 够 选择 
将 被 转录 的 基因 。 


启动 子 结构 
细菌 启动 子 具有 怎样 的 特性 使 RNA 聚合 酶 与 


之 结合 ? David Pribnow 对 E. coli 和 噬菌体 的 多 个 启 
动 子 加 以 比较 后 ， 辨 别 出 一 个 共有 区 域 ， 其 中 心 位 


-35 框 


于 转录 起 始点 上 游 约 10bp 处 一 段 6 一 7bp 的 序列 ， 
最 初 被 称 为 “Pribnow 框 ”( Pribnow box) ， 现 在 常 
称 为 一 10 框 〈 一 10 box), Mark Ptashne 及 同事 注 
意 到 还 存在 另 一 个 短 序 列 ; 其 中 心 位 于 转录 起 始 位 
点 上 游 约 35bp 处 ， 被 称 为 一 35 HE (—35 box), 4} 
析 数 千 个 启动 子 后 发 现 ， 每 个 盒 都 存在 典型 或 共有 
序列 〈consensus sequence) (图 6. 6), 


TTGACa 


AACTGt 


未 解 旋 区 


图 6.6 细菌 启动 子 。 在 一 个 典型 E.coli 启动 子 中 ， 分 别 标注 了 相对 于 转录 起 始点 的 一 10 HE, 
一 35 框 以 及 未 解 旋 区 域 的 位 置 。 大 写字 母 表示 该 位 置 碱 基 在 已 研究 的 启动 子 中 出 现 的 频率 大 于 
50%; 小 写字 母 表示 该 位 置 碱 基 在 已 研究 的 启动 子 中 出 现 的 频率 等 于 或 小 于 .50%。 


这 些 所 谓 的 共有 序列 仅 代表 一 种 概率 。 图 6.6 
中 大 写字 母 碱 基 表 示 在 该 位 置 出 现 的 频率 较 高 ， 小 
写字 母 碱 基 表 示 在 该 位 置 也 经 常 出 现 ， 但 频率 比 大 
写字 母 碱 基 要 低 。 这 种 概率 表示 很 难 找到 与 共有 序 
列 完全 匹配 的 一 10 框 与 一 35 框 。 然 而 ， 完 全 匹配 序 
列 往往 出 现在 极 强 启动 子 中 ， 这 些 启动 子 异常 活跃 
地 启动 转录 。 事 实 上 ， 破 坏 与 共有 序列 匹配 率 的 突 
变 趋向 于 下 降 突变 (down mutation)， 即 突变 使 启 
动 子 的 活性 减弱 而 导致 转录 减少 。 使 启动 子 序列 更 
接近 于 共有 序列 的 突变 则 会 使 启动 子 的 功能 增强 ， 
这 种 突变 称 为 上 升 突 变 〈up mutation) 。 启 动 子 元 件 
之 间 的 距离 也 十 分 重要 ， 使 一 10 框 与 一 35 框 非 正常 
地 靠近 或 远离 的 删除 或 插入 突变 都 是 有 害 的 。 在 第 
10 章 中 我 们 将 了 解 到 真 核 生物 的 启动 子 也 具有 其 共 
有 序列 ， 其 中 之 一 与 一 10 框 十 分 类 似 。 
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除了 称 之 为 核心 启动 子 元 件 (core promoter el- 
ement) 的 一 10 框 和 一 35 框 外 ， 有 些 极 强 启动 子 在 
更 远 的 上 游 还 存在 一 个 额外 元 件 ， 称 为 UP 元 件 
《UP element), E. coli 细胞 有 7 个 编码 rRNA 的 基 
FA Crn gene)， 当 快速 生长 需要 大 量 rRNA 时 ， 这 
7 个 基因 在 细胞 内 自身 就 可 完成 大 量 的 转录 。 很 显 
然 ， 驱 动 这 些 基因 转录 的 启动 子 非常 强大 ， 启 动 子 
的 上 游 元 件 可 以 部 分 解释 这 一 事件 。 图 6.7 显示 了 
其 中 一 个 启动 子 rmB Pl 的 结构 。 核 心 启动 子 〈 蓝 
色 ) 上 游 一 40 一 一 60 处 有 一 个 UP 元件 (红色 )。 我 
们 之 所 以 认为 UP 元 件 是 一 个 真正 的 启动 子 元 件 ， 
是 因为 仅 在 RNA 聚合 酶 存在 的 情况 下 它 能 将 rrmB 
Pl 基因 的 转录 效率 提高 30 倍 ， 加 之 可 被 RNA 聚合 
酶 自身 所 识别 ， 所 以 ， 我 们 断定 UP 元 件 是 一 个 启 
动 子 元 件 。 
上 游 元 件 。 核心 启动 子 
-35 -10 
-60 -40 E 框 


延伸 启动 子 N 


-10 框 \ 
-20 -10 HI 


| L 1 I 
5- -TGAGAAAATTATTTTAAATTTC CT CHIEGIICA SGCCGGAATAACTCCGRATAMTGCGCCACCACT--3' 


图 6.7 rrnB P1 启动 子 。 


核心 启动 子 〈 一 10 框 与 一 35 框 ， 蓝 色 ) 和 上 游 是 UP 元 件 〈 红 色 ) 在 图 上 方 


标 出 ; 示意 图 下 方 以 相同 的 颜色 标 出 了 这 些 元 件 的 全 部 碱 基 序列 〈 非 模板 链 )。 (Source: Adapted from 
Ross et al. , “A third recognition element in bacterial promoters: DNA binding by the alpha subunit of 


RNA polymerase. ” Science 262: 1407, 1993. ) 
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该 启动 子 还 与 一 60 与 一 150 间 的 3 个 Fis 位 点 
有 关 ， 是 转录 激活 蛋白 Fis 的 结合 位 点 。 这 些 位 点 
本 身 不 与 RNA RENAA, ARERR KJA 
子 元 件 ， 而 是 一 类 被 称 为 增强 子 (enhancer) 的 转 
录 激 活 DNA 元 件 。 我 们 将 在 第 9 章 详细 讨论 细菌 增 
强 子 。 

E. coli rrn 启动 子 也 能 够 被 一 对 小 分 子 物质 所 
调节 ， 即 起 始 NTP (initiating NTP, iNTP) 和 预警 
F (alarmone) HF 5'-—BMR-3’-— BRM (ppGpp) 。 
大 量 iNTP 的 存在 表明 核 苷 酸 的 浓度 很 高 ， 有 利于 
合成 大 量 的 rRNA。 相 应 地 ，iNTP 能 够 稳定 开放 启 
动 子 复合 体 而 促进 转录 。 

此 外 ， 当 细胞 发 生 氨 基 酸 饥 饿 时 ， 蛋 白质 的 合 
成 不 会 轻易 发 生 ， 对 核糖 体 (和 rRNA) 的 需要 量 
也 随 之 减少 。 核 糖 体 位 点 是 氨 酰 -IRNA 的 正常 结合 
位 点 ， 当 空 载 tRNA 与 核糖 体位 点 结合 后 ， 核 糖 体 
对 氨基 酸 缺 乏 十 分 敏感 。 在 这 些 情况 下 ， 核 糖 体 相 
RRA RelA 接收 “预警 "催化 合成 “预警 子 ” 
ppGpp。 预 警 子 可 破坏 寿命 较 短 的 开放 启动 子 复合 
体 的 稳定 性 ， 从 而 抑制 转录 。 

蛋白 质 DskA 与 RNA 聚合 酶 结合 ， 将 rrn 开放 
启动 子 的 寿命 降低 到 能 够 对 iNTP 和 ppGpp 浓度 的 
改变 做 出 反应 的 水 平 。 因 此 ，DskA 蛋白 是 iNTP 和 
ppGpp 调节 rm 转录 所 必需 的 。 事 实 上 ， 在 DskA 
缺失 突变 体 中 ，rrn 的 转录 确实 对 iNTP 和 ppGpp 
不 敏感 。 

小 结 “ 细 菌 启 动 子 包含 两 个 区 域 ， 其 中 心 分 
别 位 于 转录 起 始点 上 游 的 一 10bp 和 一 35bp 处 。 
EE. coli 中 ,这 两 个 区 域 或 多 或 少 分 别 与 2 个 保 
守 序 列 TATAAT 和 TTGACA 相似 。 一般 来 讲 ， 
启动 子 内 的 这 些 区 域 与 保守 序列 越 相似 ， 启 动 子 
起 始 转录 的 能 力 就 越 强 。 某 些 极 强 启动 子 在 核心 
启动 子 上 游 还 包含 一 个 额外 元 件 〈UP 元 件 )， 使 
启动 子 对 RNA 聚合 酶 具有 更 强 的 吸引 力 。 由 rm 
启动 子 处 起 始 的 转录 受 iNTP 浓度 的 正 调控 ， 受 

PpGpp 的 负 调 控 。 


6.3 ”转录 起 始 


在 1980 年 之 前 ,普遍 认为 当 RNA 聚合 酶 催化 
形成 第 一 个 磷酸 二 酯 键 ， 最 初 的 2 个 核 苷 酸 加 入 到 
生长 的 RNA 链 之 后 ,转录 的 起 始 就 结束 了 。 
Agamemnon Carpousis 和 Jay Gralla 研究 指出 ， 转 录 
起 始 实际 上 比 这 更 复杂 。 研 究 者 将 E.coli RNA R 
合 酶 与 含 E. coli lac UV5 启动 子 的 DNA EMA, 
同时 加 入 肝素 。 肝 素 是 一 种 带 负电 荷 的 多 聚 糖 ， 可 

人 


与 DNA 竞争 结合 游离 的 RNA 聚合 酶 。 转 录 循 环 结 
东 后 ， 肝 素 能 够 阻止 释放 出 的 RNA RABE DNA 
重新 结合 。 用 标记 的 ATP 标记 RNA 产物 ， 然 后 电 
KY, WERK, REE ROR RT 
酸 ， 其 大 小 从 二 聚 体 到 六 聚 体 2 一 6nt) ， 如 图 6.8 
所 示 。 这些 寡 核 并 酸 序列 与 预期 的 lacZ 启动 子 转录 
的 起 始 序列 相 一 致 。 而 且 ， 当 Carpousis 和 Gralla 
WEAR RRIF RNA 聚合 酶 的 数量 ， 
比较 时 发 现 ， 每 个 RNA RAM MF SPR 


起 点 

XC 

BPB ee omer 
wee mer 
Teen $ 3-mer 
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图 6.8 RNARAMERERMFLAR ORK 
HMB. Carpousis 和 Gralla 在 体外 用 RNA RA 
酶 合成 *P 标记 的 RNA， 反 应 体系 包含 携带 lac 
UVS 启动 子 的 DNA 模板 、 可 结合 游离 RNA 聚合 
RRK, [PP] ATP、 不 同 浓度 的 其 他 3 种 脱氧 
BAR (CTP, GTP 和 UTP) 。 通 过 聚 丙 烯 酰胺 凝 
胶 电 泳 和 放射 自 显影 检测 标记 的 RNA 产物 。 泳 道 
l: RA DNA 的 对 照 ; 泳 道 2， 只 有 ATP; Wi 
3 一 7: ATP 以 及 浓度 不 断 加 倍 的 CTP、GTP 和 
UTP, 即 从 沪 道 3 的 25pmol/L 到 泳 道 7 的 
400kmol/L。 二 聚 体 到 六 聚 体 的 位 置 在 图 右 侧 标 
出 。 两 种 标记 染料 溴 酚 蓝 (BPB) AIM AAR (XC) 
的 位 置 在 图 左 侧 标 出 。 泳 道 1 中 出 现 的 二 聚 体 可 能 
是 标记 ATP 中 的 污染 物 ， 该 污染 物 同样 出 现在 泳 
道 2~7 中 。 (Source: Carpousis A.J. and Gralla 
J. D. Cycling of ribonucleic acid polymerase to pro- 
duce oligonucleotides during initiation in vitro at the 
lac UV5 promoter. Biochemistry 19 (8 Jul 1980) 
p. 3249, f.2 © American Chemical Society. ) 


酸 。 由 于 肝素 阻止 了 游离 RNA RABY DNA 的 再 
结合 ， 因 此 该 结果 暗示 RNA 聚合 酶 甚至 在 没有 离 
开启 动 子 时 ， 就 产生 了 很 多 小 的 流产 性 转录 物 
(abortive transcript) 。 其 他 研究 者 也 证 实 了 这 一 结 
果 ， 并 发 现 了 长 度 达 9nt 或 10nt 的 流产 性 转录 物 。 

至 此 ,我 们 已 经 了 解 到 转录 起 始 过 程 比 最 初 设 
想 的 要 复杂 得 多 。 如 图 6. 9 所 示 ， 现 在 一 般 认为 转 
录 起 始 可 分 为 4 个 步骤 : @ 闭 合 启动 子 复合 体形 成 ; 
加 闭合 启动 子 复合 体 向 开放 启动 子 复合 体 转换 
图 聚合 最 初 几 个 核 苷 酸 (可 达 10) Bt, RNA R 
合 酶 仍 停留 在 启动 子 处 ，@ 启 动 子 清除 〈promoter 
clearance) 。 此 时 转录 物 达 到 足够 长 度 并 与 DNA 模 
板 链 形成 稳定 的 杂 合体 ， 有 助 于 稳定 转录 复合 体 ， 
RNA 聚合 酶 转变 成 延伸 构象 ， 释 放 o 因子 ， 移 出 启 
动 子 区 。 本 节 将 详尽 阐述 转录 起 始 过程 。 


1. 形 成 闭合 aS oa 


启动 子 复合 
2. 形 成 开放 | 
启动 子 复合 体 
> 
3.46 | 
JLB IR 
4. 启 动 子 清除 | 


<= 


图 6.9 转录 起 始 的 阶段 。1. RNA 聚合 酶 结合 
在 DNA 上 形成 闭合 启动 子 复合 体 。2，o 因子 使 
聚合 酶 由 闭合 启动 子 复合 体 转换 为 开放 启动 子 
MAK. 3. 聚合 酶 合成 9 一 10nt 的 初生 RNA 产 
物 。 图 左 侧 为 流产 性 转录 物 。4. 聚合 酶 的 启动 
FUR, Bis 因子 ， 进 入 转录 延伸 阶段 。 


o 因子 的 功能 


我 们 已 经 了 解 到 ，e 因子 通过 引起 RNA RAB 
与 启动 子 间 的 紧密 结合 来 选择 被 转录 的 基因 ， 而 这 
种 紧密 结合 依赖 于 DNA 的 局 部 解 链 ， 进 而 形成 开 
放 启动 子 复合 体 。 我 们 也 知道 ， 在 完成 聚合 酶 与 启 


动 子 的 结合 后 ，o 因子 与 核心 酶 解 离 ， 这 意味 着 o 
因子 能 促进 转录 起 始 ， 并 不 断 被 重复 利用 。 现 在 ， 
我 们 将 给 出 这 些 结论 的 证 据 。 

5 因子 促进 转录 起 始 Ayo 因子 指导 RNA R 
合 酶 与 启动 子 的 紧密 结合 ， 将 酶 置 于 启动 转录 的 位 
置 ， 恰 好 位 于 基因 的 起 始 端 。 所 以 ， 我 们 预想 A 
子 能 够 激活 转录 起 始 。 为 验证 这 一 点 ，Travers 和 
Burgess 利用 RNA 合成 时 加 入 的 第 一 个 核 苷 酸 保留 
其 携带 的 3 个 磷酸 基 团 (a、B 和 y), Mi RNA 链 中 
其 他 核 车 酸 只 保留 其 磷酸 (第 3 章 ) 特点 ,在 逐 
浙 增 加 o 因子 浓度 的 条 件 下 ， 与 RNA 聚合 酶 的 核心 
酶 共同 艇 育 ， 进 行 了 两 组 独立 实验 。 在 一 组 反应 中 ， 
被 标记 核 苷 酸 是 [“C] ATP， 在 整 条 RNA 链 中 均 
有 挫 入 ， 因 此 可 用 于 检测 RNA 链 转录 的 起 始 和 延 
伸 ; 在 另 一 组 反应 中 ， 被 标记 的 核 背 酸 是 Cy” P] 
ATP 或 [y*P] GTP, 该 标记 核 背 酸 只 出 现在 
RNA 链 的 第 一 个 位 置 处 ， 用 于 检测 转录 的 起 始 ( 研 
究 者 之 所 以 使 用 ATP 或 GTP， 是 因为 转录 起 始 的 
第 一 个 碱 基 通 常 是 味 吟 核 背 酸 ， 且 ATP 较 GTP 更 
为 常见 )。 如 图 6. 10 所 示 ， 研 究 结果 表明 ，o 因子 
同时 促进 了 “C 和 y-*P 标记 核 华 酸 的 挫 人 ， 表 明 o 
因子 既 能 促进 转录 起 始 ， 又 能 促进 转录 延伸 。 然 而 ， 
起 始 反应 是 转录 的 限 速 步骤 (起 始 新 RNA 链 的 合 
成 比 延伸 该 RNA 链 要 花费 更 长 时 间 )。 因 此 ，o 因 
子 似乎 是 通过 促进 转录 起 始 从 而 促进 链 的 延伸 ， 为 
核心 酶 提供 了 更 多 用 于 延伸 的 起 始 链 。 

Travers 和 Burgess 通过 证 明 o 因子 并 没有 真正 
加 速 RNA 链 的 生长 速率 而 证 实 了 这 一 点 。 保 持 
RNA 链 的 数目 不 变 ， 证 明 在 此 条 件 下 o 因子 并 不 会 
影响 RNA 链 的 长 度 。 其 做 法 是 ， 先 使 一 定量 的 转 
录 起 始 事件 发 生 而 获得 恒定 数目 的 RNA 链 ， 然 后 
用 抗生素 利 福 平 (rifampicin) 阻 断 其 他 任何 链 的 起 
始 ， 利 福 平 能 阻 断 细菌 的 转录 起 始 ， 但 不 能 阻 断 转 
录 延 伸 。 然 后 用 超速 离心 检测 o 因子 有 或 无 时 所 转 
RW RNA KE. BRR, KE o 因子 存在 与 否 ， 
RNA 链 的 长 度 没 有 差异 。 如果 o 因子 确实 促进 
RNA 链 的 延伸 ， 那 么 存在 o 因子 时 ，RNA 链 将 会 
变 得 更 长 。 因 此 ，e 因子 不 能 促进 转录 的 延伸 。 在 
以 往 的 实验 中 ，o 因子 促进 延伸 的 表象 只 是 促进 转 
录 起 始 的 间接 效应 而 已 。 

DG a 因子 能 够 促进 转录 的 起 始 ,而 不 是 
延伸 。 

g 因子 的 重复 利用 ”在 1969 年 发 表 的 同一 篇 论 
XH, Travers 和 Burgess 证 明 o 因子 可 被 再 循环 利 
用 。 该 实验 的 关键 是 在 低 离子 强度 下 进行 转录 反应 ， 
因为 低 离子 强度 能 防止 RNA 核心 聚合 酶 在 基因 的 
终点 处 与 DNA 模板 解 离 ， 致 使 转录 起 始 (通过 检 
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图 6.10 og 因子 几乎 既 能 促进 转录 起 始 ， 又 能 
促进 转录 延伸 。Travers 和 Burgess 在 向 反应 混 
合体 系 中 分 别 添加 [C] ATP (红色 )、[y-*P] 
ATP (EE) R [yP] GTP (绿色 ) 的 条 件 
下 ,通过 逐渐 增加 o 因子 的 量 ， 使 E. coli RNA 
核心 聚合 酶 在 体外 转录 TA DNA, [*C] ATP 
的 挫 人 量 表明 RNA 在 大 量 合成 或 延伸 ， 六 2 了 
标记 核 苷 酸 的 量 可 测定 转录 起 始 。 由 于 所 有 浓 
度 曲 线 都 是 上 升 的， 所 以 该 实验 结果 表明 ，e 因 
子 既 能 促进 转录 起 始 ， 又 能 促进 转录 延伸 。 
(Source; Adapted from Travers, A. A. and R. R. 
Burgess, “Cyclic re-use of the RNA polymerase 
sigma factor,” Nature 222; 537-40, 1969. ) 


W RNA 中 y P isi RR EE RAS AB A TT DS 
录 的 起 始 事件 ) 慢 慢 停止 ， 如 图 6. 11 所 示 红色 曲 
线 )。 当 加 入 新 的 核心 酶 时 ， 发 现 转录 重新 开始 〈 蓝 
色 曲 线 )， 这 意味 着 新 添加 的 核心 酶 与 脱离 原 酶 的 
因子 结合 。 在 另 一 组 实验 中 ,研究 者 证 明 加 入 不 同 
的 DNA 模板 及 核心 酶 后 ， 均 有 新 转录 事件 的 发 生 ， 
这 一 结果 支持 了 以 下 结论 : o 因子 已 经 从 原来 的 核 
心 酶 中 释放 出 来 ， 并 与 新 加 入 的 核心 酶 在 新 的 DNA 
模板 上 结合 。 因 此 ，Tiavers 和 Burgess 提出 o 因子 可 
从 一 个 核心 酶 到 另 一 个 核心 酶 进行 循环 利用 ， 如 图 
6. 12 所 示 ， 研 究 者 称 之 为 “c 因子 循环 ”。 

图 6.11 还 包含 另 一 条 有 价值 的 信息 。 当 
Travers 和 Burgess 向 反应 体系 中 加 入 利 福 平 以 及 来 
自 利 福 平 抗 性 突变 体 的 核心 聚合 酶 时 ， 转 录 仍 能 发 
生 (绿色 曲线 )。 由 于 o 因子 来 自 对 利 福 平 敏感 的 聚 
合 酶 ， 所 以 新 转录 事件 的 利 福 平 抗 性 一 定 是 新 加 入 
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图 6.11 s 因子 能 够 被 循环 利用 。 在 低 离子 强 
BEF, Travers 和 Burgess 以 T4 DNA 为 模板 ， 
使 RNA 聚合 酶 全 酶 起 始 转录 并 进入 延伸 阶段 ， 
当 转 录 终止 后 ， 聚 合 酶 不 会 与 模板 上 脱离 ， 也 
就 无 新 转录 事件 的 发 生 。 通 过 测定 [yP] 
ATP 和 [y-*P] GTP 的 挫 人 量 可 以 测定 RNA 
链 的 转录 起 始 ， 如 红色 曲线 所 示 。10min (HF 
头 ) 后 ,几乎 不 再 有 转录 事件 的 发 生 ， 此 时 在 
利 福 平 存在 绿色 曲线 〉 或 不 存在 〈 蓝 色 曲 线 ) 
的 两 种 情况 下 ， 向 反应 体系 中 添加 新 的 对 利 福 
平 有 抗 性 的 核心 酶 ， 结 果 显 示 ，RNA 的 合成 又 
可 重新 开始 ， 这 说 明 从 核心 酶 脱离 的 o 因子 能 
够 与 新 的 核心 酶 组 装 成 全 酶 ，c 因子 被 循环 利 
用 。 同 时 也 说 明 是 核心 酶 而 不 是 因子 决定 了 
RNA 育 合 酶 全 酶 对 利 福 平 的 抗 性 或 敏感 性 。 
(Source: Adapted from Travers, A.A. and 
R.R. Burgess, “Cycle re-use of the RNA poly- 
merase sigma factor.” Nature 222; 537- 
40, 1969.) 


图 6.12 o AFER. RNA 聚合 酶 与 左 侧 的 启动 
子 结合 , 使 DNA 发 生 局 部 焙 解 。 当 聚合 酶 向 右 
移动 延伸 RNA 链 时 ，o 因子 与 核心 酶 分 离 ， 与 新 
的 核心 酶 〈 左 下 方 ) 结合 ， 起 始 另 一 条 RNA 的 
合成 。 


的 核心 酶 所 赋予 的 。 事 实 是 ， 在 利 福 平 存在 的 情况 面 介绍 的 有 关 实验 将 对 此 做 进一步 解释 。 

下 ， 转 录 起 始 事件 的 发 生 有 所 减少 ， 这 可 能 意味 着 小 结 as” 因 子 在 参与 完成 转录 超 始 后 ， 显 然 
对 抗 利 福 平 的 核心 酶 仍然 存在 一 定 程度 的 敏感 性 。 与 核心 聚合 酶 发 生 了 解 离 ， 由 核心 酶 单独 执行 延 
我 们 本 以 为 是 o 因子 而 非 核心 酶 决定 着 RNA RA 伸 功 能 ,而 a 因子 可 被 不 同 的 核心 聚合 酶 循环 利 
酶 对 利 福 平 的 抗 性 或 敏感 性 ， 因 为 利 福 平 能 够 阻 断 H. 而 且 ; 是 核心 酶 而 不 是 。 因子 决定 了 RNA 
转录 起 始 ,而 o 因子 又 是 公认 的 起 始 因子 。 尽 管 如 聚合 酶 全 酶 对 利 福 平 的 抗 性 或 敏感 性 。 

此 ， 核 心 酶 才 是 决定 利 福 平 敏感 性 的 关键 ， 本 章 后 


(a) 后 缘 FRET 


Riko, FRET 降 低 


释放 o, FRET 降 低 OS 


着 在 o" 突 变 体 的 唯一 半 胱 氨 酸 残 基 上 ， 该 "突变 体 只 含有 一 个 半 胱 氨 酸 而 去 除了 其 他 所 有 半 胱 氨 酸 。 荧 
HRE (A, E) 附着 在 DNA 的 5 端 。 由 于 两 个 荧光 探 针 距离 较 近 ， 在 开放 启动 子 复合 体 (RP) 中 
FRET 效率 很 高 紫色 实 线 )。 加 和 4 种 核 苷 酸 中 的 3 种 之 后 ，RNA 聚合 酶 移动 到 下 游 的 某 个 位 置 ， 此 处 需 
要 第 4 种 核 苷 酸 (CTP)。 该 位 置 至 少 在 十 11 处 ， 所 以 发 生 启 动 子 清除 ， 此 时 ， 不 管 。 因子 是 否 从 核心 酶 上 
脱离 ，FRET 效率 均 降 低 (紫色 虚线 )， 因 为 两 个 探 针 相 互 远离 。 如 果 o 不 解 离 ， 在 延伸 时 它 会 与 核心 酶 一 
起 向 下 游 移动 ， 与 DNA 5 端的 探 针 远 离 。 如 果 oN, W o 因子 会 出 现在 溶液 的 任意 位 置 ， 但 一 般 来 说 ， 
相对 于 转录 开始 前 在 o 因子 开放 启动 子 复合 体 中 与 核心 酶 的 距离 而 言 ，o 因子 与 核心 酶 相距 更 远 。(b) 前 缘 
FRET。 荧 光 供 体 仍 附着 在 o" 的 半 鹏 氨 酸 残 基 上 ， 但 荧光 受 体 附着 在 DNA 的 3' 端 。 由 于 两 个 探 针 距离 较 
远 ， 在 开放 启动 子 复合 体 中 FRET 效率 很 低 (紫色 虚线 )。 随 着 核 背 酸 的 加 入 ， 府 合 酶 经 过 启动 子 清除 向 下 
游 延伸 到 图 (a) 所 示 的 位 置 。 现 在 可 以 根据 FRET 区 分 这 两 种 假说 了 ， 如 果 o 因子 与 核心 酶 解 离 ，FRET 
效率 就 会 降低 ， 如 同 在 图 (a) 中 一 样 ， 如 果 o 因子 不 与 核心 酶 解 离 ， 随 着 RNA 聚合 酶 的 移动 ， 两 个 探 针 
的 距离 越 来 越 近 ，FRET 效率 随 之 升 高 〈 紫 色 实 线 )。 


ise 


5 因子 或 许 在 延伸 阶段 并 不 与 核心 酶 分 离 ”经 
典 的 e 因子 模型 指出 ， 聚 合 酶 在 完成 启动 子 清除 、 
由 起 始 模式 转换 为 延伸 模式 时 ，o 因子 与 核心 酶 解 
离 。 尽 管 这 一 模型 提出 了 三 十 多 年 ， 并 获得 了 大 量 
实验 证 据 的 支持 ， 但 并 非 与 所 有 的 实验 结果 都 吻合 。 
例如 ，1996 年 Jeffrey Roberts 及 同事 研究 表明 ，o 
因子 参与 了 在 入 噬菌体 晚期 启动 子 Pe 下 游 十 16/ 
十 17 处 的 暂停 暗示 o 因子 在 十 16/ 十 17 处 仍 结合 
在 核心 酶 上 ， 而 此 时 启动 子 清除 早已 发 生 。 

2001 年 ，Richard Ebright 及 同事 注意 到 所 有 支 
持 因子 循环 模型 的 证 据 都 是 通过 较为 粗糙 的 分 离 
技术 获得 的 ， 如 电泳 或 层 析 。 在 延伸 阶段 ， 如 果 o 
因子 与 核心 酶 松散 结合 ， 这 些 分 离 方法 就 会 造成 " 
因子 与 核心 酶 的 解 离 。 这 样 ， 从 表面 看 来 ， 在 启动 
子 清除 时 o 因子 已 与 核心 酶 解 离 。Ebright 及 同事 还 
注意 到 以 前 的 研究 一 般 都 不 能 区 分 有 活性 和 无 活性 
的 RNA 聚合 酶 。 这 是 真正 值得 关注 的 焦点 ， 因 为 
在 任何 一 个 群体 内 ，RNA 聚合 酶 分 子 内 的 重要 片段 
都 不 具有 完成 由 起 始 向 延伸 转换 的 能 力 。 

为 了 验证 因子 循环 假说 ，Ebright 及 同事 采用 
了 荧光 共振 能 量 转移 (fluorescence resonance energy 
transfer, FRET) 技术 ， 该 技术 无 须 分 离 就 可 测定 o 
因子 相对 于 DNA 某 一 位 点 的 距离 ， 而 分 离 技 术 本 
身 就 可 能 引起 o 因子 与 核心 酶 的 脱离 。FRET 技术 
的 原理 是 两 个 荧光 分 子 彼此 靠近 时 会 引发 共振 能 量 
转移 ， 这 种 共振 能 量 转移 的 效率 会 随 着 两 个 荧光 分 
子 的 彼此 远离 而 迅速 降低 。 

Ebright 及 同事 测定 了 分 别 结合 在 a。 因子 和 
DNA 上 的 两 个 荧光 分 子 〈 荧 光 探 针 ) 间 的 FRET. 
结合 在 o 因子 上 的 探 针 作为 荧光 供 体 ， 结 合 在 DNA 
上 的 探 针 作为 荧光 受 体 ， 有 时 结合 在 DNA 上 荧光 
探 针 位 于 5' 端 或 上 游 末 端 (后 缘 FRET) ,便于 研究 
者 在 聚合 酶 远离 启动 子 和 DNA 5' 端 时 测定 FRET 
的 下 降 ， 在 另外 的 实验 中 ,结合 在 DNA 上 的 荧光 
探 针 位 于 3' 端 或 下 游 末端 (前 缘 FRET) ， 便 于 研究 
者 在 聚合 酶 靠近 DNA 下 游 末 端 时 测定 FRET 的 上 
升 。 图 6. 13 说 明了 后 缘 荧 光 共 振 能 量 转 移 和 前 缘 荧 
光 共 振 能 量 转移 的 实验 策略 。 

后 缘 FRET 策略 不 能 区 分 启动 子 清除 后 的 "因子 
释放 模型 和 非 释 放 模 型 。 在 这 两 种 情况 下 ，c 因子 上 
的 荧光 供 体 探 针 在 启动 子 清 除 后 都 逐渐 远离 位 于 
DNA 上 游 未 端的 荧光 受 体 探 针 ， 因 而 FRET 下 降 。 
事实 也 是 如 此 ， 如 图 6. 14a 所 示 ， 当 DNA 上 的 探 针 
位 于 上 游 未 端 时 ，FRET 随 着 时 间 的 延长 而 降低 。 

此 外 ， 前 缘 FRET 策略 能 够 区 分 上 述 两 种 模型 
(图 6.13b)。 如 果 o 因子 与 核心 酶 解 离 ， 则 FRET 
就 会 降低 ， 如 同 后 缘 FRET 的 实验 结果 。 但 是 ， 如 
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图 6.14 用 FRET 分 析 启动 子 清除 后 o 因子 与 
核心 酶 的 结合 。Ebright 及 同事 按 图 6. 13 描述 的 
方案 进行 FRET 分 析 。 (a) 后 缘 FRET 实验 结 
果 ; (b) 前 缘 FRET 实验 结果 。 蓝 色 柱 表示 开 
放 启动 子 复合 体 (RPu) 的 FRET 效 率 (E)， 红 
色 柱 分 别 表 示 5min 和 10min 后 的 FRET 效率 。 
3 种 核 苷 酸 的 存在 使 聚合 酶 向 启动 子 下 游 移动 
llbp 的 距离 。 


果 因子 不 与 核心 酶 解 离 ， 那 么 随 着 时 间 的 延长 " 
因子 逐渐 靠近 位 于 DNA 下 游 未 端的 探 针 ，FRET 将 
会 升 高 。 图 6. 14b 显示 FRET 确实 升 高 了 ， 这 一 实 
验 结果 支持 启动 子 清除 后 o 因子 仍然 停留 在 核心 酶 
上 的 假说 。 事 实 上 ，FRET 的 增加 量 值 表明 ，100% 
的 复合 体 在 启动 子 清除 后 仍然 保留 其 "因子 。 

Ebright 及 同事 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 完成 了 图 
6. 14a 和 图 6. 14b 所 示 的 实验 。 研究 者 首先 使 开放 
启动 子 复合 体 在 溶液 中 形成 ， 随 后 加 入 肝素 ， 使 之 
SEBELAH MA A Ce A 
BEBE LE UETTAR EE BERET, HL FEEL 
出 复合 体 所 在 的 位 置 ， 切 胶 ， 将 含有 复合 体 的 胶 条 
放 入 荧光 测量 仪 〈 荧 光 计 ) 的 比 色 杯 中 ， 加 入 转录 
缓冲 液 ， 测 量 RP, 的 FRET 效率 。 然 后 再 向 比 色 杯 
中 加 入 3 ARERR, (E RNA 聚合 酶 向 下 游 移 动 ， 测 
量 延 伸 复 合体 的 FRET 效率 。 这 种 胶 内 〈in-gel) 分 
析 法 的 优点 是 只 测量 活性 复合 体 的 FRET 效率 ， 因 
为 通过 凝 胶 电 泳 可 以 除去 非 活 性 (闭合 启动 子 ) 复 
合体 。 为 消除 因 电 泳 而 引起 可 能 人 为 干扰 ，Ebright 
及 同事 用 溶液 做 了 相同 的 实验 ， 并 获得 了 十 分 类 似 
的 结果 。 

MR o 因子 未 与 核心 酶 解 离 ， 那 么 如 何 解释 
Travers 和 Burgess 的 实验 所 显示 的 o 因子 可 被 不 同 
核心 酶 重复 利用 的 结果 呢 ? o 因子 确实 可 以 被 重复 
利用 ， 尽 管 在 延伸 过 程 中 o 因子 仍 停留 在 核心 酶 上 ， 
只 是 由 原来 起 始 阶段 的 紧密 结合 状态 转变 为 延伸 阶 
段 的 松散 结合 。 因 此 若 延 伸 停 止 ， 则 o 因子 就 会 被 


招募 到 其 他 核心 酶 上 。 在 Ebright 及 同事 的 实验 中 
不 会 发 生 这 种 情况 ， 因 为 研究 者 在 聚合 酶 与 DNA 
结合 后 向 反应 体系 中 加 入 了 肝素 ， 使 所 有 游离 的 全 
酶 或 核心 酶 均 与 肝素 结合 。 

如 此 ， 或 许 存在 o 因子 循环 ， 但 这 种 循环 是 指 c 
因子 与 核心 酶 在 起 始 阶段 时 的 紧密 结合 与 在 延伸 阶 
段 时 的 松散 结合 之 间 的 循环 。2001 年 ，Bar-Nahum 
和 Nudler 为 这 一 模型 提供 了 证 据 。 研 究 者 使 全 酶 与 
带 有 启动 子 的 DNA 形成 复合 体 ， 然 后 加 入 4 种 核 苷 
酸 中 的 3 种 ， 以 便 素 合 酶 能 够 移动 到 十 32 位 置 处 ， 
然后 快速 温和 地 纯化 延伸 复合 体 〈 称 为 EC32)， 即 
让 延伸 的 RNA 链 的 上 游 末 端 与 束缚 在 树脂 珠 (resin 
bead) 上 的 互补 赛 核 苷 酸 温 和 退火 ， 然 后 低速 离心 
即 可 快速 纯化 带 有 复合 物 的 树脂 珠 。 这 种 方法 只 纯 
化 延伸 复合 体 ， 因 为 只 有 延伸 复合 体 携带 初生 
RNA， 可 与 互补 的 赛 核 背 酸 链 结 合 。 

最 后 ，BarNahum 和 Nudler 用 核酸 酶 处 理 使 复 
合体 与 树脂 珠 分 离 ， 对 蛋白 质 做 SDS-PAGE， 进 行 
免疫 印迹 〈 第 5 章 )， 鉴 别 复合 体 中 的 蛋白 质 组 分 。 
图 6.15 显示 纯化 的 EC32 复合 体 至 少 包含 一 些 o 因 
子 。 定 量 分 析 结果 显示 ， 从 静止 期 细胞 分 离 的 复合 
体 中 ,含有 a AFA (322%; 从 指数 生长 期 
细胞 分 离 出 的 复合 体 中 ， 仅 有 (61) % 的 复合 体 结 
BA o 因子, 远 低 于 Ebright 及 同事 观察 到 的 
100%。 这 暗示 在 延伸 复合 体 中 ，o 因子 与 核心 酶 间 
的 结合 相对 较 弱 。 然 而 ， 即 使 保留 o 因子 的 复合 体 
数量 只 有 这 么 多 也 会 显著 地 促进 转录 的 再 起 始 ， 因 
为 o 因子 与 核心 酶 的 结合 是 转录 起 始 的 限 速 步骤 。 

小 结 ”在 延伸 阶段 ，s 因子 能 够 改变 其 与 核 
心 酶 的 关系 ,但 是 可 能 并 未 与 核心 酶 解 离 ， 而 是 
转换 位 置 ， 使 之 与 核心 酶 间 的 结合 变 得 十 分 松散 。 

启动 子 处 DNA ff) Fe BB ER Chamberlin 对 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 间 相互 作用 的 研究 表明 ， 提 高 
温度 可 使 RNA 聚合 酶 -启动 子 复合 体 变 得 非常 稳 
定 ， 暗 示 DNA 在 与 聚合 酶 紧密 结合 部 位 发 生 了 局 
部 解 链 ， 因 为 高 温 能 够 稳定 解 链 的 DNA, 

1978 年 ，Taorshih Hsieh 和 James Wang 为 
DNA 的 局 部 解 链 提供 了 更 为 直接 的 证 据 。 研 究 者 将 
E. coli RNA 聚合 酶 与 含有 3 个 T7 g p pk B FA 
启动 子 的 限制 酶 酶 切片 段 结合 ， 测 定 由 此 引起 的 增 
色 效 应 (第 ?2 章 )。 在 260nm 处 DNA 吸光 度 的 增加 
不 仅 表明 DNA 双 链 发 生 了 分 离 ， 而 且 与 解 链 的 碱 
基 对 数目 直接 相关 。 在 已 知 与 DNA 结合 的 RNA R 
合 酶 全 酶 数量 的 前 提 下 ，Hsieh 和 Wang 计算 出 每 
个 聚合 酶 可 引起 10bp 的 解 离 。 

1979 4, Ulrich Siebenlist 鉴定 出 T? 噬菌体 菌 
体 早期 启动 子 因 RNA 聚合 酶 结合 而 解 链 的 碱 基 对 。 
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图 6.15 og 因子 与 转录 延伸 复合 体 结合 的 测定 。 
Bar-Nahum 和 Nudler 分 别 从 静止 期 细胞 或 指数 
生长 期 细胞 中 纯化 出 停留 在 十 32 位 置 处 的 延伸 复 
合体 (分 别 表 示 为 EC32s 复合 体 和 EC32 复合 
体 )， 用 核酸 酶 消化 新 生 RNA 而 纯化 蛋白 质 ， 进 
行 SDS-PAG 和 免疫 印迹 。 复 合体 的 种 类 以 及 用 
于 纯化 复合 体 的 树脂 珠 COBALT BEBE eR EK 
HM) 在 图 上 方 标 出 。 沪 道 8 和 9 为 对 照 ， 即 
EC32s 复合 体 在 与 树脂 珠 结合 前 先 用 过 量 的 核心 
酶 和 DNA 处 理 ， 目 的 是 排除 因 o 因子 与 核心 酶 
或 DNA 间 的 非特 异性 结合 而 附着 在 树脂 珠 上 。 
(Source; Reprinted from Cell v. 106，BarNahum 
and Nudler, p. 444 © 2001, with permission from 
Elsevier Science. ) 


图 6. 16 为 研究 者 的 实验 策略 首先， 对 启动 子 
DNA 进行 末端 标记 ， 随 后 加 入 RNA REAN, ER 
开放 启动 子 复合 体 。 正 如 我 们 已 经 了 解 到 的 那样 ， 
开放 启动 子 复合 体 的 形成 涉及 局 部 DNA 的 解 链 。 
当 双 链 分 离 时 ，A 的 Ni 〈 正 常情 况 下 与 互补 链 的 T 
通过 氧 键 配对 ) 易 受 到 某 些 化 学 试剂 的 攻击 。 
Siebenlist 用 硫酸 二 甲 酯 〈dimethyl sulfate, DMS) 
对 暴露 的 腺 嘎 叭 进行 甲 基 化 修饰 ， 当 去 除 RNA 聚 
合 酶 后 ， 解 链 区 可 重新 缔 合 ， 但 是 甲 基 基 团 阻止 了 
NN 一 甲 基 一 腺 味 叭 与 互补 链 的 胸腺 喀 了 啶 间 的 正确 碱 
基 配 对 ， 这 样 至 少 保留 了 原先 解 链 区 的 部 分 单 链 特 
征 。 然 后 用 特异 性 切割 单 链 DNA 的 Sl 核酸 酶 消化 
DNA。 该 酶 会 在 启动 子 解 链 区 内 被 甲 基 化 修饰 的 腺 
苷 酸 处 切割 ， 产 生 一 系列 末端 标记 片段 ， 每 个 片段 
的 末端 均 为 解 链 区 的 腺 呆 叭 。 最后， 电泳 标记 的 
DNA 片段 以 确定 其 准确 长 度 。 根 据 片段 长 度 和 末端 
标记 的 确切 位 置 ， 就 能 精确 计算 出 了 解 链 区 的 位 置 。 

图 6. 17 是 实验 结果 。 我 们 获得 的 不 是 预期 的 整 
齐 片段 ， 而 是 从 十 3 到 一 9 大 小 不 等 的 模糊 条 带 。 原 
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图 6.16 RNA 聚合 酶 引发 T7 噬菌体 早期 启动 子 熔 解 区 域 的 定位 。(a) MRR MOREE E) FE 
基 对 时 ， 腺 嘎 叭 的 Ni 隐藏 在 双 螺 旋 的 中 间 而 不 能 被 甲 基 化 修饰 。 当 发 生 熔 解 时 ，A 与 分离， 此 时 ，A 
易 受到 硫酸 二 甲 栈 (DMS, KE) 的 攻击 ，N 发 生 甲 基 化 修饰 。 被 甲 基 化 修饰 了 的 A 不 再 与 互补 配 
对 。(b) 假设 包含 有 5 个 A-T 碱 基 对 的 启动 子 区 域 未 端 被 标记 〈 橙 红色 )。RNA RAW (ELE) 的 结合 会 
使 启动 子 DNA 序列 发 生 局 部 熔 解 ，3 个 A 被 甲 基 化 修饰 ， 当 聚合 酶 脱离 后 ，A 失去 与 重新 配对 的 能 力 。 
在 十 分 温和 的 条 件 下 ， 用 Sl 核 酶 在 单 链 区 域 切割 DNA， 每 次 只 切割 一 个 DNA 分 子 ， 产 生 短片 段 ， 变性 
后 电 瀛 即 可 判断 其 大 小 。 片 段 的 长 度 可 以 表明 DNA 的 解 链 区 域 与 标记 末端 的 距离 。 
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1 图 6.17 RNA 聚合 酶 使 T7 噬菌体 A3 启动 子 DNA 在 一 9 至 十 3 
区 域 发 生 熔 解 。Sicbenlist 进行 了 图 6. 16 所 示 的 甲 基 化 -S1 核酸 
分 析 。 泳 道 R+ S+ 为 RNA RAB (R) 和 Sl AR (© 同时 存 
在 时 的 实验 结果 ， 其 他 泳 道 为 对 照 ， 即 无 RNA 聚合 酶 或 S1 核酸 
酶 ， 或 者 两 者 均 无 。 泳 道 GA 是 启动 子 部 分 片段 测序 结果 ， 使 
Siebenlist 将 启动 子 的 解 链 区 域 定 位 在 一 9 至 十 3 区 间 内 。 
(Source; Siebenlist RNA polymerase unwinds an 11-base pair 
segment of a phage T7 promoter. Nature 279 (14 June 1979) 
p. 652, f.2, © Macmillan Magazines Ltd. ) 


+ 118 + 


因 可 能 是 解 链 区 的 多 甲 基 化 修饰 引入 了 正 电荷 ， 使 
碱 基 配 对 能 力 大 为 减弱 ， 以 至 于 不 能 形成 强 碱 基 对 。 
整个 解 链 区 域 至 少 部 分 保留 了 单 链 特征 ， 从 而 可 被 
Sl 核酸 酶 切割 。 实 验 测 定 的 解 链 区 长 度 为 12bp， 大 
体 上 与 Hsieh 和 Wang 的 估算 值 一 致 ， 这 可 能 是 个 
低估 值 ， 因 为 位 于 酶 解 片段 两 端 、 与 A-T 碱 基 对 相 
邻 的 GC 未 被 检 出 ， 因 为 在 该 实验 中 鸟 味 叭 和 胞 喀 
啶 都 不 能 被 甲 基 化 修饰 。 这 一 结果 也 符合 解 链 区 域 
恰 是 RNA 聚合 酶 起 始 转录 位 点 的 论断 。 
Hsieh 和 Wang、Siebenlist 的 实验 以 及 其 他 前 
期 实验 均 检测 了 在 RNA 聚合 酶 与 DNA 形成 的 简单 
二 元 复合 体 中 DNA 的 解 链 情况 。 未 测定 DNA “HE 
解 泡 ” 的 大 小 ， 而 DNA“ 熔 解 泡 ” 恰 是 RNA 链 合 
成 起 始 与 延伸 的 位 点 。 为 此 ，1982 年 Howard Gam- 
per 和 John Hearst 着 手 研究 因 RNA 聚合 酶 结合 而 
熔 解 的 碱 基 对 数目 ， 在 二 元 复合 体 以 及 包含 RNA 
的 活性 转录 复合 体 〈 三 元 复合 体 ) 中 ， 研 究 者 以 
(a) 
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SV40 DNA 为 研究 对 象 ， 该 DNA 具有 一 个 能 被 
E. coli RNA 聚合 酶 识别 的 启动 子 。 在 5C 或 37C 及 
BH BRE RE RNA 聚合 酶 与 SV40 DNA 结 
合 形成 二 元 复合 体 ， 或 者 添加 核 苷 酸 形成 三 元 复合 
体 。 实 验 中 每 个 RNA 聚合 酶 仅 起 始 转录 一 次 且 不 
终止 转录 。 所 有 的 聚合 酶 始终 与 DNA 结合 ， 这 样 
就 能 准确 估算 与 DNA 结合 的 RNA 聚合 酶 的 数目 。 

在 已 知 与 DNA 结合 的 E. coli RNA 聚合 酶 数目 
Ji» Gamper 和 Hearst 松 弛 与 人 细胞 粗 提 物 形成 的 
任何 超 螺 旋 ， 然 后 从 松弛 的 DNA 上 去 除 聚 合 酶 
(图 6. 18a) ， 蛋 白质 去 除 后 留 下 DNA 的 解 链 区 ， 这 
意味 着 整个 DNA 处 于 解 链 状态 。 由 于 DNA 仍然 处 
于 共 价 闭合 的 环形 结构 ， 所 以 由 解 旋 而 引入 环 内 的 
张力 需 通 过 形成 超 螺旋 而 释放 。 超 螺旋 程度 越 多 ， 
RNA 聚合 酶 引起 双 螺 旋 解 旋 区 域 就 越 大 。DNA 超 
螺旋 程度 可 以 通过 凝 胶 电泳 加 以 测定 ，DNA 超 螺旋 
数 越 多 ， 其 电泳 迁移 速度 就 越 快 。 

(b) 
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图 6.18 RNA 聚合 栈 结 引起 DNA 解 旋 区 长 度 的 测定 。 
(a) 实验 原理 。Gamper 和 Hearst 将 E. coil RNA RAN 
(红色 ) 加 入 到 SV40 DNA 中 ,用 切口 -闭合 (nicking- 
closing) 提取 物 松弛 超 螺旋 ， 产 生 如 图 上 部 所 示 的 复合 
体 。 然 后 去 除 聚 合 酶 ， 因 为 该 区 已 被 聚合 酶 解 链 ， 所 以 留 
下 具有 张力 的 DNA (图 中 间 所 示 )， 这 个 张力 通过 形成 超 
螺旋 而 迅速 释放 (图 底部 所 示 )。 超 螺旋 程度 越 高 , RNA 
聚合 酶 引起 的 解 链 区 长 度 就 越 大 。 (b 实验 结果 。Gam- 
per 和 Hearst 根据 RNA 聚合 酶 与 超 螺旋 度 之 间 函 数 关 系 
绘制 变化 曲线 ， 该 直线 的 斜率 约 为 1. 6 〈 每 个 聚合 酶 可 引 
人 1.6 个 超 螺旋 ) 。 
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图 6. 18b 是 在 37 亿 条 件 下 超 螺 旋 的 变化 图 示 ， 
超 螺旋 度 是 每 个 基因 组 中 活性 聚合 酶 数目 的 函数 。 
这 两 个 变量 间 存在 着 线性 关系 ,每 个 聚合 酶 可 引起 
约 1.6 个 超 螺旋 ， 即 一 个 聚合 酶 解 旋 1. 6 PAY DNA 
双 螺 旋 。 如 果 每 图 DNA 双 螺旋 中 含有 10. 5bp, 那 
么 每 个 RNA 聚合 酶 解 链 的 长 度 约 17bp (1.6X 
10. 5 一 16. 8)。 分 析 5 信条 件 下 的 实验 数据 得 出 了 类 
似 结论 ， 即 每 个 RNA 聚合 酶 解 链 DNA 的 长 度 为 
18bp。 根 据 这 些 数据 ，Gamper 和 Hearst 得 出 结论 : 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 后 ， 会 引起 DNA 局 部 解 
链 而 形成 长 度 约 为 《17 士 1)bp 的 转录 泡 Ctranscrip- 
tion bubble) 。 随 着 转录 的 进行 ， 转 录 泡 随 聚合 酶 移 
Bh. MRR, DNA 解 链 是 必需 的 ， 因 为 通过 解 旋 使 模 
板 链 暴 露出 来 而 得 以 转录 。 

小 结 与 启动 子 结 合 后 ，RNA 聚合 酶 会 引 
起 邻近 转录 起 始 位 点 处 DNA 的 焙 解 ， 解 链 的 长 
度 为 10~17bp。 转 录 泡 随 集 合 酶 的 移动 而 移动 ， 
暴露 出 模板 链 以 便 转录 。 
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0 因子 的 结构 


在 20 世纪 80 年 代 后 期 , 从 多 种 细菌 中 克隆 并 
测序 了 编码 各 种 e 因子 的 基因 。 在 第 8 章 我 们 将 了 
解 到 每 类 细菌 都 有 一 种 基本 o 因子 (primary ofac- 
tor)， 负 责 转录 营养 生长 阶段 的 基因 ， 这 些 基因 都 
是 细菌 日 常生 长 所 必需 的 ， 如 E. coli Mo, WAF 
FORTE B. subtili 的 os 。 名 称 是 根据 各 自 的 分 子 质 
量 分 别 为 ?0kDa 和 43kDa 命名 的 。 根 据 其 主要 特性 
又 将 这 些 蛋 白质 命名 为 个 。 此 外 ,细菌 还 拥有 用 于 
转录 特异 基因 (如 热 击 基因 、 芽 孢 基因 等 ) 的 选择 
te o AF, 1988 年 ，Helmann 和 Chamberlin 综述 ， 
并 分 析 了 文献 中 的 所 有 这 类 因子 ， 发 现 其 氨基 酸 序 
列 具 有 惊人 的 相似 性 ， 具有 串联 成 馈 的 4 个 区 域 
(区 1 至 区 4， 见 图 6. 19)。 这 些 区 域 的 序列 保守 性 
表明 它们 对 o 因子 的 功能 十 分 重要 。 事实 上 ， 这 些 
区 域 均 参 与 对 核心 酶 的 结合 ， 并 且 对 核心 酶 与 DNA 
的 结合 起 正 调控 或 负 调 控 的 作用 。Helmann 和 
Chamberlin 推测 了 各 区 域 可 能 具有 的 功能 。 
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图 6.19 E.coli 和 B. subtilis %3 o 因子 的 同 源 区 。o 蛋白 用 水 平 线条 带 表示 ， 垂直 
排列 的 为 同 源 区 。 顶 部 的 两 条 带 分 别 代表 E. coli tB. subtilis 的 基本 o 因子 op 和 of 
均 含有 同 源 区 1， 另外， 在 区 1 与 区 2 之 间 ，o" 含 有 一 段 由 254 个 氨基 酸 残 基 组 成 
的 序列 ， 而 o* 则 无 这 一 序列 ， 该 序列 标注 在 o" 条 带 的 上 方 。 浅 阴影 部 分 表示 仅 在 


某 些 蛋 白质 中 存在 的 保守 区 。 
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ERI 该 区 仅 被 发 现存 在 于 基本 o 因子 Co” 
和 o®) 中 ， 其 功能 是 阻止 因子 自 身 直接 与 DNA 
结合 。 在 本 章 后 面部 分 我 们 将 了 解 到 ，c 因子 的 一 
个 片段 能 与 DNA 结合 , 但 1 区 可 阻止 整个 多 肽 与 
DNA 的 结合 。 这 对 转录 事件 来 讲 是 重要 的 ， 因 为 
因子 与 启动 子 结合 会 抑制 全 酶 的 结合 ， 进 而 抑制 
转录 。 
区 域 2 该 区 存在 于 所 有 的 a 因子 中 ,是 因子 
最 保守 的 区 域 ， 可 分 为 2. 1 一 2.4 区 4 个 部 分 (图 
6. 20)。 
1 2 3 4 
—— a 
人 识别 -10 框 ”人 识别 -35 框 、 
图 6.20 E.coil o" 的 基本 结构 区 域 。 图 中 显 
示 了 4 个 保守 区 及 1、2 和 4 的 亚 区 。(Source: 
Adapted from Dombroski, A. J. , et al. , “Poly- 
peptides containing highly conserved regions of 
the transcription initiation factor om exhibit spe- 
cificity of binding to promoter DNA.” Cell 70; 
501-12, 1992. ) 


有 充分 证 据 表明 ，2.4 区 负责 o 因子 识别 启动 
子 一 10 框 的 关键 活性 。 首 先 ， 如 果 2. 4 区 确实 识别 
一 10 框 ， 那 么 具有 相似 专 一 性 的 o 因子 都 应 该 具有 
相似 的 2. 4 区 。 事 实 确实 如 此 ; B. subtilis 的 o 和 
E. coli 的 o” 能够 识别 相同 的 启动 子 序列 ， 包 括 一 10 
E. 事实 上 ， 这 两 个 因子 可 以 互 换 ,其 2.4 区 有 
95% 的 相似 性 。 

Richard Losick 及 同事 通过 遗传 实验 使 2.4 区 与 
一 10 框 连接 ，o 因子 的 2.4 区 有 一 段 氨 基 酸 序列 可 形 


成 = 螺旋， 在 第 9 章 将 学 习 a 螺旋 是 理想 的 DNA 结 
合 基 序 ， 这 与 e 因子 的 2. 4 区 参与 启动 子 结合 的 作 
用 是 一 致 的 。Losick 及 同事 分 析 认为 ， 如 果 该 潜在 
的 螺旋 是 真正 的 一 10 框 识别 区 ， 那 么 可 以 开展 如 
FRE. 首先， 改变 启动 子 一 10 框 的 单个 碱 基 ， 破 
坏 一 10 框 与 RNA 聚合 酶 的 结合 。 然 后 在 因子 的 
2.4 区 进行 某 个 氨基 酸 的 补偿 突变 。 如 果 o 因子 的 
这 种 补偿 突变 能 够 抑制 启动 子 突变 ， 恢 复 对 突变 启 
动 子 的 结合 ， 这 就 为 一 10 框 与 c 因子 的 2.4 区 确实 
关联 提供 了 强 有 力 的 证 据 。 于 是 ，Losick 及 同事 对 
B. subtilis 的 spoVG 启动 子 一 10 框 进行 了 G->A 的 
转换 突变 ， 破 坏 启动 子 与 聚合 酶 的 结合 。 然 后 对 
只 2.4 区 第 100 位 氨基 酸 进 行 了 Thr lle 突变 ， 结 
果 饶 复 了 聚合 酶 识别 突变 启动 子 的 能 力 。 

区 域 3 参与 核心 酶 与 DNA 的 结合 ， 相 关内 容 
将 在 本 章 后 面 学 习 。 

区 域 4 与 区 域 2 相似 ， 区 域 4 也 可 被 分 为 几 个 
亚 区 ， 在 启动 子 识别 过 程 中 也 起 关键 作用 。4, 2 亚 
区 有 一 个 螺旋 -转角 -螺旋 的 DNA 结合 域 (第 9 章 )， 
表明 该 区 在 聚合 酶 -DNA 结合 中 起 作用 。 事 实 上 ， 
4.2 亚 区 有 可 能 控制 o 因子 与 启动 子 一 35 框 的 结合 ， 
如 同 02.4 区 与 启动 子 一 10 框 的 关系 。 遗传 学 和 其 
他 证 据 都 支持 4.2 亚 区 与 一 35 框 的 关联 。 而 且 我 们 
观察 到 ， 识 别 相似 一 35 框 启动 子 的 o 因子 具有 相似 
的 4.2 亚 区 。 此 外 ，o 因子 4.2 亚 区 的 补偿 突变 可 抑 
制 启动 子 〈 在 一 35 框 ) 的 突变 。 例 如 ，Miriam Sus- 
skind 及 同事 证 明 E. coli o" 的 第 588 位 Arg—His 9% 
变 抑制 了 Lac 启动 子 一 35 框 序列 GA MGC 的 
突变 。 图 6. 21 总 结 了 a 因子 2.4 亚 区 和 4.2 亚 区 分 
别 与 细菌 启动 子 一 10 框 及 一 35 框 的 相互 作用 。 
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图 6. 21 与 启动 子 不 同 区 域 间 的 特异 性 相互 作用 。 箭 头 表示 om 抑制 突变 实验 揭示 出 的 o 因子 与 启动 子 间 
特异 性 相互 作用 关系 ， 上 方 线条 内 的 字母 代表 om 蛋白 中 突变 的 氨基 酸 残 基 ， 箭 头 所 指 启动 子 中 的 碱 基 是 与 
om 蛋白 中 相应 氨基 酸 直接 发 生 接触 的 碱 基 。o7 蛋 白 4. 2 亚 区 中 的 2 个 R 代表 第 584 位 和 第 588 位 的 精 氨 酸 
残 基 ， 分 别 与 启动 子 一 35 框 的 CRG 发 生 特 异性 接触 。o" 和 蛋白 2. 4 亚 区 中 的 T 和 Q 分 别 代表 第 437 位 的 
谷 氨 酸 残 基 和 第 440 位 的 苏 氨 酸 残 基 ， 均 能 与 启动 子 一 10 框 的 T 发 生 特 异性 接触 。 值 得 注意 的 是 ，o 因子 
线性 结构 〈 上 方 线条 ) 的 书写 方式 是 C 端 在 左 侧 ， 与 启动 子 序列 相 匹 配 ， 启 动 子 序列 的 习惯 书写 方式 是 从 
左 至 右 ， 即 5'-~ 3' (下方 线条 )。(Source: Adapted from Dombroski, A. J. , et al. , “Polypeptides containing 
highly conserved regions of the transcription initiation factor 6” exhibit specificity of binding to promoter 
DNA.” Cell 70; 501-12, 1992. ) 
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这 些 研究 结果 均 表 明了 2.4 亚 区 和 4. 2 EKE o 
因子 分 别 与 启动 子 一 10 框 和 一 35 框 结合 过 程 中 的 重 
要 性 。 从 其 重要 地 位 来 看 ，o 因子 甚至 还 应 具有 
DNA 结合 域 ， 但 令 我 们 困惑 的 事实 是 ，s 因子 自身 
并 不 与 启动 子 或 DNA 的 其 他 任何 区 域 结 合 ， 只 有 
当 因子 与 核心 酶 结合 后 才能 与 启动 子 结合 。 我 们 
如 何 解释 这 个 显而易见 的 矛盾 呢 ? 

Carol Gross 及 同事 认为 o 因子 的 2.4 亚 区 和 
4.2 亚 区 本 身 都 能 与 相应 的 启动 子 区 结合 , 但 是 o 
因子 的 其 他 结构 域 干 扰 了 这 种 结合 。 现 在 我 们 知道 ， 
1.1 区 在 没有 核心 酶 时 会 阻止 s 因子 与 DNA 结合 。 
研究 者 进一步 指出 ， 当 o 因子 与 核心 酶 结合 后 其 自 
身 构象 发 生 改 变 ， 暴 露出 其 DNA 结合 域 ， 从 而 使 
因子 与 启动 子 结合 。 为 了 验证 这 一 假设 ， 研 究 者 构 
建 了 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 〈glutathione S-transferase， 
GST) 和 E.coli o 因子 片段 (包括 2.4 亚 区 或 4.2 
ER, 或 这 两 个 区 域 均 包 含 ) 的 融合 蛋白 (第 4 
章 )， 利 用 GST 对 谷 胱 甘 肽 的 亲 和 性 可 方便 地 纯化 
融合 蛋白 。 结 果 表 明 ，2. 4 亚 区 融合 蛋白 能 够 与 含有 
一 10 框 的 DNA 片段 结合 ， 但 不 能 结合 含有 一 35 框 
的 DNA 片 段 。4. 2 亚 区 融合 蛋白 能 够 与 含有 一 35 


框 而 不 是 一 10 框 的 DNA 片段 结合 。 

为 检测 融合 蛋白 与 启动 子 元 件 的 结合 情况 ， 
Carol Gross 及 同事 采用 了 硝化 纤维 素 滤 膜 结合 分 析 
策略 。 研 究 者 先 标记 含有 一 个 或 两 个 rac 启动 子 元 
PREDNA, tac 启动 子 含有 lac 启动 子 的 一 10 框 
及 trpe 启动 子 的 一 35 框 。 然 后 在 过 量 未 标记 竞争 
DNA 存在 的 情况 下 ,将 融合 蛋白 加 入 到 被 标记 的 地 
DNA 中 ， 通 过 硝化 纤维 素 结合 实验 测定 形成 的 标记 
DNA- 蛋 白质 复合 体 。 

图 6. 22a 是 Gross 及 同事 所 做 实验 的 一 个 结果 ， 
标记 的 tac 启动 子 可 与 GST-o-4 区 融合 蛋白 结合 ， 
因为 = 因子 4 区 含有 假定 的 一 35 框 结合 域 。 我 们 预 
期 该 融合 蛋白 与 含有 tac 启动 子 的 DNA 的 结合 能 力 
要 强 于 与 不 含 tac 启动 子 的 DNA 的 结合 能 力 ， 图 
6. 22a 显示 的 结果 恰 是 如 此 。 含 有 tac 启动 子 的 未 标 
记 DNA 是 理想 的 竞争 者 ， 而 缺失 tac 启动 子 的 未 标 
记 DNA 的 竞争 力 则 相对 较 弱 。 这 样 ，GST-o-4 KM 
合 蛋 白 与 非特 异性 DNA 的 结合 力 较 弱 ， 而 与 含有 
tac 启动 子 DNA 片段 的 结合 力 较 强 ， 正 是 我 们 预期 
的 结果 。 
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图 6.22 AF42 区 与 启动 子 一 35 框 之 间 的 结合 分 析 。 (a) 启动 子 的 识别 。Gross 及 同事 分 析 o-GST 
融合 蛋白 与 含 tac 启动 子 的 标记 DNA HE (pTac) 的 结合 。 实 验 中 使 用 的 oH BÈ E. coli o 因子 C 端 的 
108 个 氨基 酸 序列 ， 只 有 4 区 而 无 2 区 。 在 竞争 者 为 pTac DNA (含有 tac 启动 子 ) 或 AP DNA (不 含有 
tac 启动 子 ) 的 情况 下 ， 测 定 标记 的 DNA- 蛋 白质 复合 体 与 硝化 纤维 素 膜 的 结合 。 由 于 pTac DNA 比 AP 
DNA 具有 更 强 的 竞争 力 ， 因 此 推断 含 4 区 的 融合 蛋白 能 结合 tac 启动 子 。(b) 一 35 框 的 识别 。Gross 及 
同事 重复 上 述 试验 ， 只 是 竞争 DNA 不 同 ，A10 在 tac 启动 子 一 10 框 缺失 6bp; A35 在 tac 启动 子 一 35 HE 
缺失 6bp。 缺 失 一 35 框 与 无 tac 启动 子 相 比 根本 没有 增加 竞争 力 ， 而 缺失 一 10 框 没有 降低 竞争 力 ， 说 明 o 
片段 通过 4 区 结合 一 35 框 而 不 是 一 10 HE. (Source: Adapted from Dombroski, A. J. , et al. , “Polypeptides 
containing highly conserved regions of transcription initiation factor om exhibit specificity of binding to pro- 


moter DNA. ” Cell 70; 501-12, 1992. ) 


M 6. 22b 显示 GST-o-4 RBA BAS A—35 框 
而 不 含 一 10 框 启动 子 结合 。 正 如 所 见 ， 删 除 一 35 框 
的 竞争 DNA 并 不 比 非特 异性 DNA 更 具 竞争 力 ,而 
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删除 一 10 框 的 竞争 DNA 因 还 保留 一 35 框 而 具有 更 
BASH. Alt, o 因子 4 区 能 特异 性 地 结合 
一 35 框 而 非 一 10 框 。 用 GST-o-2 区 融合 蛋白 进行 类 


似 实验 表明 ， 该 融合 蛋白 能 特异 性 地 结合 一 10 框 而 
非 一 35 框 。 

我 们 已 经 知道 ， 聚 合 酶 全 酶 能 够 识别 启动 子 ， 
通过 使 一 11 至 十 1 区 域 的 一 小 段 DNA Wee 
形成 开放 启动 子 复合 体 ， 推 测 o 因子 在 该 过 程 中 起 
重要 作用 ， 但 因子 自身 并 不 能 形成 开放 启动 子 复 
合体 。 开 放 复合 体形 成 的 特征 之 一 是 聚合 酶 结合 在 
启动 子 一 10 框 的 非 模板 链 上 。 同样，c 因子 不 可 能 
单独 完成 这 一 过 程 ， 推 测 可 能 是 核心 酶 的 某 些 片段 
协助 e 因子 完成 了 这 项 工作 。Gross 及 同事 提出 了 这 
样 一 个 问题 : 核心 酶 的 哪 一 部 分 是 暴露 因子 与 启 
动 子 一 10 框 非 模板 链 结合 的 部 位 所 必需 的 ? 

为 回答 这 个 问题 ，Gross 及 同事 将 注意 力 集中 
在 B' 亚 基 上 ， 已 经 证 明 该 亚 基 能 与 o 因子 协同 与 一 
10 框 非 模板 链 结 合 。 研 究 者 克隆 了 B' 亚 基 的 不 同 片 
段 ， 然 后 同 因子 一 起 检测 与 放射 性 标记 的 单 链 寡 
核 背 酸 的 结合 能 力 ， 这 些 单 链 寡 核 昔 酸 相应 于 启动 
子 一 10 框 的 模板 链 或 非 模板 链 。 将 B' 片 段 、o 因子 


和 标记 DNA 共同 孵育 ， 然 后 将 混合 物 经 紫外 交 联 
仪 照射 使 因子 与 DNA 交 联 。 对 交 联 复合 物 进行 
SDS PAGE 分 析 。 如 果 B 片段 能 够 诱导 o 因子 与 
DNA 的 结合 ， 那 么 ，c 因子 就 会 与 标记 DNA 交 联 ， 
对 应 于 o 因子 的 SDS-PAGE 条 带 就 会 被 标记 。 

图 6. 23 显示 了 包含 1 一 550 个 氨基 酸 残 基 的 及 
片段 可 引起 因子 与 非 模板 链 DNA 的 结合 (但 不 是 
SURE), Mio 自身 则 几乎 无 DNA 结合 能 力 。 接 下 
Æ, Gross 及 同事 用 B 亚 基 1 一 550 区 中 更 小 的 片段 
查验 B' 亚 基 诱 导 结合 的 具体 部 位 。 图 6. 23 显示 所 有 
片段 均 能 诱导 o 因子 与 DNA 结合 ， 尽 管 260 一 550 
片段 只 在 低温 下 起 作用 。 特 别 是 262 一 309 这 一 个 只 
有 48 个 氨基 酸 残 基 的 小 片段 即使 在 室温 下 也 具有 很 
强 地 促进 结合 活性 , 已 知 该 区 的 R275, E295 和 
A302 这 3 个 氨基 酸 残 基 突 变 会 干扰 o 因子 与 DNA 
的 结合 。 相 应 地 ，Gross 及 同事 检验 了 这 些 突变 干 
扰 o 因 子 与 一 10 框 非 模 板 链 结合 的 情况 ， 结 果 表 
BA, 每 一 突变 都 会 产生 很 强 的 干扰 作用 。 


(a) 非 模 
| N= 


(b) 模板 链 二 


图 6.23 o 因子 与 启动 子 一 10 框 的 结合 诱导 。Gross 及 同事 将 o 亚 基 与 长 度 不 一 的 B' 片 段 混合 ， 
如 图 上 方 所 示 ， 然 后 加 入 分 别 代表 启动 子 一 10 框 模板 链 或 非 模板 链 的 标记 赛 核 苷 酸 单 链 ， 经 紫外 
线 照 射 使 o 因子 与 DNA 交 联 ， 然 后 对 交 联 复合 体 进行 SDS PAGE 分 析 ， 并 放射 自 显影 检测 结合 
标记 DNA 的 因子 。 泳 道 1， 完 整 核心 酶 的 阳性 对 照 ; 泳 道 2: 无 B' 片 段 的 对 照 ， 其 他 所 有 侦 数 
泳 道 为 无 蛋白 的 阴性 对 照 。 泳 道 9 和 10 是 在 OC 下 进行 的 ; 其 他 几 组 实验 均 在 室温 下 进行 。 (a) 
非 模板 链 ;(b) 模板 链 。 (Source: Reprinted from Cell v. 105，Young et al. , p.940 © 2001, with 


permission from Elsevier Science. ) 


小 结 不 同 "基因 的 序列 比 对 结果 显示 ， 不 
同 种 类 的 因子 有 4 个 相似 的 区 域 。2. 二 亚 区 和 
4.2 亚 区 分 别 识别 启动 子 一 10 框 及 一 35 HE. o A 
子 自身 并 不 能 与 DNA 结合 ， 但 与 核心 酶 相互 作 
用 后 暴 志 出 o 因子 的 DNA 结合 域 。 具 体 讲 ， 就 
是 B 亚 基 262 一 309 间 的 氨基 酸 片段 促进 “因子 与 
启动 子 一 10 框 非 模 板 链 的 结合 。 


a 亚 基 在 UP 元 件 识别 中 的 作用 


本 章 前 面部 分 讲 到 , RNA 聚合 酶 自身 能 识别 称 
为 UP 元件 的 上 游 启动 子 元 件 ， 我 们 知道 因子 识 
别 核心 启动 子 元 件 ， 但 聚合 酶 的 哪个 亚 基 负责 对 
UP 元 件 的 识别 呢 ? 基于 以 下 证 据 ， 显 然 是 核心 酶 
的 a 亚 基 。 
Richard Gourse 及 同事 构建 了 a 亚 基 发 生 不 同 
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突变 的 E.coli 菌株 ， 发 现 其 中 有 些 突变 体 失 去 应 答 
UP 元 件 的 能 力 ， 因 为 这 些 突变 体 从 有 UP 元 件 的 启 
动 子 处 起 始 的 转录 并 不 比 从 无 UP 元 件 的 启动 子 处 
起 始 的 转录 水 平 高 。 为 测定 转录 水 平 ， 研 究 者 将 强 
野生 型 启动 子 rrnB P1 或 缺失 UP 元 件 的 突变 型 启 
动 子 置 于 克隆 载体 的 rmB Pl 转录 终止 子 上 游 
170bp 处。 用 3 种 不 同 的 RNA 聚合 酶 转录 这 些 重组 
子 ， 这 3 种 聚合 酶 由 纯化 的 亚 基 重 组 而 成 : 具有 
正常 a 亚 基 的 野生 型 聚合 酶 : @u-235，a 亚 基 其 C 
端 缺 失 94 个 氨基 酸 的 聚合 酶 ; (3) R265C，a 亚 基 
第 265 位 氨基 酸 发 生 Arg 一 Cys 突变 的 聚合 酶 。 用 标 
记 的 核 苷 酸 标记 RNA 产物 ， 然 后 进行 凝 胶 电 泳 ， 


RNAP 野生 型 


放射 自 显影 检测 RNA 产物 。 

图 6. 24a 是 野生 型 聚合 酶 的 转录 结果 。 野 生 型 
AAF 〈 泳 道 1 和 2) 的 转录 活性 远 高 于 UP 元 件 被 
载体 DNA 取代 的 启动 子 〈 泳 道 3 和 4) 或 缺失 UP 
元 件 的 启动 子 GKN 5M 6). H 6. 24b Æ a WHC 
SARK 94 个 氨基 酸 的 聚合 酶 转录 结果 。 在 转录 有 核 
心 启 动 子 基因 时 ， 该 聚合 酶 与 野生 型 聚合 酶 具有 相 
同 的 活性 〈 比 较 图 as 和 图 b 中 的 泳 道 3 一 6)， 但 是 与 
FEMORAL, REVS BAK DAR 
UP 元件 的 启动 子 〈 比 较 泳 道 3 一 6 与 泳 道 1 和 泳 道 
2)。 在 此 实验 中 ，UP 元 件 根本 不 起 作用 ， 可 见 ，a 
亚 基 的 C 端 可 能 使 聚合 酶 具有 应 答 UP 元 件 的 能 力 。 
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图 6.24 RNA RAWH a 亚 基 在 UP 元 件 识别 中 的 重要 性 。Gourse 及 同事 在 体外 转录 含有 启动 子 
序列 的 质粒 《图 上 方 所 示 )， 研 究 者 将 启动 子 序列 插入 到 转录 终止 子 上 游 100 一 200nt， 产 生 特 定 长 
度 的 转录 物 。 反 应 结束 后 ， 对 标记 的 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电泳 和 放射 自 显影 检测 ， 使 用 的 启动 子 
WMF: 一 88， 一 88 一 十 1 间 是 野生 型 序列 SUB， 一 59 一 一 41 是 无 关 序列 而 不 是 UP 元 件 ; 一 41， 
一 41 位 上 游 的 UP 元件 被 载体 序列 取代 ; lacUV5， 无 UP 元 件 的 lac 启动 子 ! “载体 ”是 无 启动 子 
插入 的 质粒 。 转 录 物 的 位 置 在 左 侧 标 出 ， 分 别 是 从 rmBP1 启动 子 、lacUV5 启动 子 起 始 的 转录 物 
以 及 从 质粒 复制 起 点 起 始 转录 的 RNA-1。 图 上 部 的 RNAP 表示 试验 中 所 使 用 的 RNA RAN: (a) 
野生 型 聚合 酶 ; Cb) 235 RAB Ca 亚 基 的 C 端 缺失 94 个 氨基 酸 残 基 ); (c) 野生 型 聚合 酶 
CWT) 或 R265C 聚合 酶 〈C265 替代 R265)。 (Source; Ross et al. , A third recognition element in 
bacterial promoters: DNA binding by the alpha subunit of RNA polymerase. Science 262 (26 Nov 


1993) f. 2, p. 1408, © AAAS. ) 


图 6. 24c 表明 ，a 亚 基 第 265 位 正常 精 氨 酸 被 半 
胱 氨 酸 取代 的 聚合 酶 R265C 不 能 应 答 UP 元 件 Ck 
道 ?一 10 均 显 示 有 适度 转录 )。 因 此 ， 该 单个 氨基 酸 
的 改变 显然 会 破坏 亚 基 应 答 UP 元 件 的 能 力 。 这 
一 结果 不 是 由 R265C 聚合 酶 制备 过 程 中 抑制 剂 引起 
的 人 为 假象 ， 因 为 R265C 聚合 酶 与 野生 型 聚合 酶 的 
混合 物 仍 能 应 答 UP 元 件 〈 泳 道 1 一 4 均 显 示 强 转 
录 )。 

为 验证 a 亚 基 确实 与 UP 元 件 结合 这 一 假设 ， 
Gourse 及 同事 用 含有 rB P1 启动 子 的 DNA AEF 
生 型 聚合 酶 或 突变 型 聚合 酶 进行 DNase 足迹 实验 

+ 124+ 


《第 5 章 )。 他 们 发 现 ， 野 生 型 聚合 酶 在 核心 启动 子 
和 UP 元 件 上 都 留 下 了 足迹 ， 而 a 亚 基 C 端 结构 域 
缺失 的 突变 型 聚合 酶 仅 在 核心 启动 子 上 产生 足迹 
(数据 未 给 出 )， 表 明 a 亚 基 C 端 结构 域 是 聚合 酶 与 
UP 元 件 相互 作用 所 必需 的 。 用 纯化 的 a WERE 
进行 rrB P1 启动 子 的 UP 元 件 足 迹 实验 ，Gourse 
及 同事 进一步 为 这 一 假设 提供 了 证 据 。 图 6. 25 WH 
RAR, a TEREE UP 元 件 上 留 下 了 清晰 的 
id. 

Richard Gourse 和 Richard Ebright 及 同事 通过 
限制 性 蛋白 酶 分 析 (limited proteolysis analysis) 显 
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12345678 
图 6.25 纯化 a 亚 基 的 UP 元 件 足 迹 。Gourse 
及 同事 对 rB Pl 启动 子 末端 标记 的 模板 链 
(a) 和 非 模板 链 (b) 进行 DNase 足迹 实验 。 
纯化 a 亚 基 二 聚 体 的 用 量 Cue) 及 10nmol/L 
的 RNA 聚合 酶 全 酶 (RNAP) 在 图 上 方 标 出 ， 
粗 线 方 括号 表示 因 a 亚 基 在 UP 元 件 中 的 足迹 ， 
细 线 方 括号 表示 全 酶 在 UP 元 件 中 的 足迹 。 
(Source: Ross et al., A third recognition ele- 
ment in bacterial promoter; DNA binding by the 
a-subunit of RNA polymerase, Science 262 (26 
Nov 1993) f. 5, p. 1408. © AAAS.) 


示 a 亚 基 的 N 端 和 C 端 结构 域 〈 分 别 为 cNTD H a 
CTD) 是 独立 折合 形成 的 2 个 结构 域 ， 通 过 和 柔性 接 
头 连接 在 一 起 。 蛋 白质 结构 域 是 能 够 独立 折合 而 形 
成 特定 的 结构 的 蛋白 质 部 分 。 由 于 折 登 ， 结 构 域 能 
抵抗 蛋白 水 解 酶 。 所 以 蛋白 水 解 酶 只 能 有 限 消化 结 
构 域 之 间 的 未 折合 部 分 ， 留 下 结构 本 身 。Gourse 和 
Ebright 及 同事 对 E. coli RNA 聚合 酶 的 a 亚 基 进行 
限制 性 蛋白 酶 水 解 ， 获 得 了 一 条 分 子 质量 约 为 
28kDa 的 多 肽 和 3 条 分 子 质量 约 为 8kDa HERK. F 
物 末 端 序 列表 明 ，28kDa SAKA 8 一 241 位 氨基 
酸 ，3 条 较 小 的 多 肽 分 别 包含 242 一 329、245 一 329 
和 249 一 329 位 氨基 酸 。 表 明 a 亚 基 折 又 形 成 两 个 结 
构 域 : 较 大 的 N 端 结构 域 ， 包 含 第 8 一 241 位 氨基 
酸 ， 较 小 的 C 端 结构 域 ， 包 含 第 249 一 329 位 氨基 酸 
序列 。 

此 外 ,这 两 个 结构 显然 被 一 个 未 折 和 的 接头 
Clinker) 所 连接 ， 该 接头 至 少 有 三 处 能 被 实验 所 用 


HEAR 〈Glu-C) 切割 ， 乍 看 起 来 ， 该 接头 包括 第 
242 一 248 位 氨基 酸 ， 因 为 Glu-C 在 切割 蛋白 质 时 ， 
要 求 在 其 所 切割 键 的 两 侧 均 具 有 3 个 无 结构 的 氨基 
酸 。 然而， 接头 比 其 最 初 的 表征 要 长 ， 事 实 上 ， 至 
少 长 度 为 13 个 氨基 酸 〈239 一 251 位 氨基 酸 残 基 ) 。 

基于 这 些 实验 提出 了 图 6.26 所 示 的 模型 。 
RNA 聚合 酶 通过 o 因子 结合 到 核心 启动 子 上 ， 不 需 
Ba WH C 端 结构 域 的 帮助 。 但 RNA RABE 
含有 UP 元 件 的 启动 子 结合 ， 则 需要 o 因子 及 a 亚 
基 C 端 结构 域 的 参与 ， 使 聚合 酶 与 启动 子 间 产 生 强 
烈 的 相互 作用 ， 从 而 实现 高 水 平 的 转录 。 


图 6.26 RAM o WH C 端 结构 域 (CTD) 的 功能 
模型 。 (a) 在 核心 启动 子 中 ，a 亚 基 不 参与 结合 ; 
(b) 在 含有 UP 元 件 的 启动 子 中 ，CTD 与 UP 元 件 
结合 。 注 意 ，2 个 a 亚 基 均 在 图 中 显示 ， 另 一 个 重 
AEA. 


A RNA REMH a WAC A k k 
的 CREAR, AARIA I FA UP 元 件 
HILA, MKR A BS A FAK 
EAS. 


6.4 延伸 


转录 起 始 完成 后 ， 核 心 酶 继续 延伸 RNA 链 ， 
将 核 背 酸 逐个 添加 到 正在 生长 的 RNA k. 本 节 
将 探讨 转录 的 延伸 过 程 。 


核心 酶 在 延伸 过 程 中 的 作用 


到 目前 为 止 , 我 们 一 直 关 注 o 因子 ， 因 为 它 在 
决定 转录 起 始 的 特异 性 方面 发 挥 了 关键 作用 。 然 而 ， 
核心 酶 拥有 RNA 合成 装置 ， 是 延伸 的 核心 执行 者 。 
在 本 节 我 们 将 了 解 B 亚 基 和 B' 亚 基 参 与 磷酸 二 栈 键 
形成 、 参 与 聚合 酶 与 DNA 结合 的 证 据 ， 以 及 a WH 
的 多 种 活性 (包括 核心 酶 组 装 )。 

B 亚 基 在 磷酸 二 栈 键 形成 过 程 中 的 作用 1970 
年 ，Walter Zillig 首次 对 核心 酶 的 单个 亚 基 进 行 研 
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究 。 先 从 E. coli 核心 酶 中 分 离 出 3 个 多 肽 组 分 ， 再 
重新 组 装 成 有 活性 的 聚合 酶 。 分 离 过 程 如 下 : Al- 
fred Heil 和 Zillig 在 含 尿素 的 醋酸 纤维 素 中 电泳 核 
心 酶 。 与 SDS 类 似 ， 尿 素 也 是 一 种 变性 剂 ， 能 够 从 
蛋白 质 复合 体 中 分 离 出 单个 多 肽 ， 但 与 SDS 不 同 ， 
尿素 是 一 种 温和 变性 剂 ， 相 对 容易 从 蛋白 质 中 除去 。 
因此 ， 经 尿素 变性 的 多 肽 比 经 SDS 变性 的 多 肽 容易 
复 性 。 电 泳 结束 后 ，Heil 和 Zillig WF AAR 
亚 基 的 醋酸 纤维 索 条 ， 通 过 离心 ， 使 纤维 素 上 的 组 
冲 液 和 蛋白 质 析 出 。 研 究 者 共 获得 3 个 可 分 离 的 多 
肽 ， 电泳 检测 其 纯度 图 6. 27) 。 
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图 6.27 E.coli RNA 聚合 酶 单个 亚 基 的 纯化 。 
Heil 和 Zillig 将 E. coli 的 核心 酶 经 尿素 变性 后 ， 
在 醋酸 纤维 素 膜 上 进行 凝 胶 电泳 ， 然 后 收集 分 离 
WER, Kiil: 电泳 后 的 核心 酶 ， 泳 道 2: 纯 
化 的 a 亚 基 ; 泳 道 3 纯化 的 B 亚 基 ; 泳 道 4, 纯 
460 B'EI, (Source: Heil, A. and Zillig, W. 
Reconstitution of bacterial DNA-dependent RNA- 
polymerase from isolated subunits as a tool for the 
elucidation of the role of the subunits in transcrip- 
tion, FEBS Letters 11 (Dec 1970) p. 166, f. 1. ) 


一 旦 分 离 获得 亚 基 ， 研 究 者 将 这 些 亚 基 重 新 组 
装 成 有 活性 的 聚合 酶 ， 在 。 因子 存在 条 件 下 ， 组 装 
过 程 最 为 有 效 。 利 用 分 离 一 重组 系统 ，Heil 和 Zillig 


混合 并 匹配 不 同 来 源 的 组 分 ， 以 此 获知 各 亚 基 的 功 
能 。 例如 ， 已 知 核心 酶 决定 RNA 聚合 酶 对 抗生素 
利 福 平 的 敏感 性 或 抗 性 ， 且 利 福 平 可 阻 断 转 录 的 起 
始 。 核心 酶 分 离 -重组 实验 的 目的 是 明确 到 底 是 哪 ~- 
个 亚 基 赋 予 聚 合 酶 对 抗生素 的 敏感 性 或 抗 性 。 当 
Heil 和 Zillig 把 来 自 利 福 平 敏感 细菌 的 a、B' 和 o 亚 
基 与 来 自 利 福 平 抗 性 细菌 的 B 亚 基 组 合 时 ， 形 成 的 
聚合 酶 对 利 福 平 具有 抗 性 (图 6. 28); 与 之 相反 ， 
RE B 亚 基 源 于 利 福 平 敏感 菌株 ， 不 管 其 他 亚 基 来 
源 如 何 ， 重 组 酶 都 是 利 福 平 敏感 的 。 因 此 ， 显 然 是 
R 亚 基 决 定 着 聚合 酶 对 利 福 平 的 敏感 性 或 抗 性 。 

另 一 种 众所周知 的 抗生素 链 霉 素 (streptolydi- 
gin) 能 够 阻 断 RNA 链 的 延伸 。 用 同样 的 分 离 -重组 
策略 ，Heil 和 Zillig 研究 表明 ，8 亚 基 同样 也 决定 聚 
合 酶 对 链 霉 素 的 敏感 性 或 抗 性 。 初 看 起 来 似乎 这 一 
结果 是 矛盾 的 ， 同 一 个 核心 酶 亚 基 是 如 何 既 参与 转 
录 的 起 始 又 参与 转录 的 延伸 ? 答案 在 于 ， 利 福 平 阻 
断 了 早期 的 延伸 ， 使 RNA 链 的 长 度 不 超过 2 或 3 个 
核 苷 酸 ， 我 们 将 在 本 章 后 面 内 容 中 详尽 讨论 这 个 问 
题 。 严 格 来 讲 ， 利 福 平 是 阻止 转录 的 起 始 ， 因 为 在 
RNA 长 度 超过 10 个 核 苷 酸 时 ， 转 录 起 始 才 算 结束 。 
然而 ， 利 福 平 确实 影响 隶属 起 始 范 畴 的 延伸 。 

1987 42, M. A. Grachev 及 同事 用 亲 和 标 记 
Caffinity labeling) 技术 为 B 亚 基 的 假定 功能 提供 了 
直接 证 据 。 该 技术 的 思路 是 用 常规 底 物 的 衍生 物 标 
记 酶 ， 该 入 生物 可 与 蛋白 质 交 联 ， 用 亲 和 试 剂 找 出 
并 标记 酶 的 活性 位 点 ， 最 后 ， 解 离 酶 ， 观 察 标签 结 
合 的 亚 基 。Grachev 及 同事 选用 的 14 种 不 同 亲 和 试 
剂 均 为 ATP 或 GTP 的 类 似 物 〈analog)， 其 中 第 一 
个 类 似 物 称 为 1， 其 结构 如 图 6. 29a 所 示 。 当 类 似 物 
I 与 RNA 聚合 酶 混合 后 ， 会 定位 到 酶 的 活性 位 点 ， 
如 同 ATP 起 始 转录 的 行为 ， 在 活性 位 点 与 氨基 作用 
形成 共 价 键 ， 该 反应 如 图 6. 29b 所 示 。 


0.B':@ 


利 福 平 敏感 


分 离 Pp 


利 福 平 抗 性 


利 福 平 抗 性 


图 6.28 RNA 聚合 酶 的 分 离 重组 实验 定位 决定 抗生素 抗 性 的 亚 基 。 分 别 从 对 利 福 乎 敏感 和 抗 性 E. coli 细 
胞 中 提取 RNA 聚合 酶 ， 分 离 多 肽 组 分 ， 并 以 多 种 组 合 方式 重新 组 装 成 有 活性 的 酶 。 实 验 中 ， 当 a、8' 以 及 
5 亚 基 来 源 于 对 利 福 平 敏感 的 聚合 酶 蓝 色 )， 而 8 亚 基 来 源 于 对 利 福 平 抗 性 的 聚合 酶 红色) 时， 重组 酶 
有 具 有利 福 平 抗 性 ， 表 明 B 亚 基 决 定 聚合 酶 对 利 福 平 的 敏感 性 或 抗 性 。 
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图 6.29 RNA 聚合 酶 活性 位 点 的 亲 和 性 标记 。 
(a) 亲 和 试 剂 ATP 类 似 物 1 的 结构 。(b) 亲 和 标 记 
反应 。 将 亲 和 试 剂 1 与 RNA 聚合 酶 混合 ， 亲 和 试剂 
就 会 与 活性 位 点 的 氨基 发 生 共 价 结合 〈 可 能 还 有 其 
他 位 点 )， 然 后 加 入 放射 性 标记 的 UTP， 它 与 结合 
在 酶 上 的 亲 和 试 剂 1 化 合 形成 磷酸 二 酯 键 〈 蓝 色 )。 
该 反应 仅 发 生 在 活性 位 点 ， 从 而 放射 性 标记 活性 
位 点 。 


理论 上 讲 ， 研 究 者 可 以 标记 亲 和 试 剂 ， 并 由 此 
展开 研究 。 然 而 ， 这 一 简单 策略 存在 缺陷 ， 即 除了 
活性 位 点 之 外 ， 亲 和 试剂 还 可 能 与 酶 表面 的 其 他 氨 
基 结 合 。 为 解决 这 一 问题 ， 研 究 者 先 用 非 标记 的 亲 
和 试剂 与 聚合 酶 结合 ， 然 后 用 放射 性 标记 的 核 苷 酸 
(Coe? P] UTP 或 CTP)》 与 结合 在 活性 位 点 的 亲 和 试 
剂 形成 磷酸 二 栈 键 ， 从 而 使 活性 位 点 被 标记 ， 而 酶 
的 其 他 位 点 不 会 被 标记 。 最 后 解 离 被 标记 的 酶 ， 并 
对 其 亚 基 进 行 SDS-PAGE 分 析 ， 图 6. 30 显示 了 实 
验 结果 。 很 显然 B 亚 基 是 唯一 被 亲 和 试 剂 标记 的 核 
心 酶 亚 基 ， 表 明 该 亚 基 位 于 或 十 分 邻近 磷酸 二 酯 键 


形成 的 位 点 ， 在 有 些 实验 中 ， 可 观察 到 标记 e AF, 
说 明 该 亚 基 可 能 也 邻近 催化 中 心 。 

小 结核 心 酶 B 亚 基 位 于 RNA RENE 
磷酸 二 酯 键 形 成 的 活性 位 点 附近 ，o 因子 也 位 于 
核 背 酸 结合 位 点 附近 ， 至 少 在 转录 起 始 阶段 情况 
如 此 。 

BA PLE RNA RAMS DNA 结合 中 
的 作用 ”1996 4, Evgeny Nudler 及 同事 通过 一 系 
列 巧 妙 实验 证 实 B' 和 8B 亚 基 均 参与 了 RNA RAS 
DNA 的 结合 。 在 DNA 分 子 上 有 两 个 结合 位 点 ; O 
上 游 弱 结合 位 点 ， 是 DNA 解 链 区 ， 主 要 通过 静电 
作用 与 RNA 聚合 酶 结合 ， 四 下 游 强 结合 位 点 ， 通 
KEREN- DNA 结合 。 

图 6. 31 示意 了 Nudler 及 同事 在 实验 中 所 采用 
的 常规 方法 。 用 第 4 章 提 到 的 基因 克隆 技术 ， 研 究 
者 使 RNA 聚合 酶 B 亚 基 C 端 连 接 6 个 额外 的 组 氨 
酸 (histidine), 将 此 育 合 酶 吸附 在 镍 树脂 上 ， 通 过 
洗涤 树脂 和 加 入 新 鲜 试 剂 ， 可 快速 更 换 模板 和 底 物 。 
图 6. 31a 显示 如 何 通过 添加 某 些 核 背 酸 〈 如 ATP, 
CTP 和 GTP， 但 不 是 UTP) 而 使 聚合 酶 “ 步 移 ” 
到 模板 的 特定 位 点 处 ， 从 而 合成 短 的 RNA 产物 ， 
并 因 停留 在 需要 缺乏 核 苷 酸 的 位 点 处 。 洗 除 第 一 组 
核 背 酸 ， 加 入 第 二 组 核 背 酸 ， 使 聚合 酶 沿 模板 步 移 
到 下 游 更 远 的 某 一 位 点 处 ， 如 此 反复 。 最后， 研究 
者 加 入 所 有 的 4 RAR, HORA TBO “OK 
赶 ” 下来， 并 合成 截断 转录 物 。 

图 6. 31b 显示 了 一 个 惊人 现象 : 当 Nudler 及 同 
事 在 第 二 模板 及 ATP、GTP、CTP 存在 条 件 下 驱赶 
聚合 酶 时 ， 聚 合 酶 可 从 原初 模板 〈 蓝 色 ) 跳 转 到 第 
二 模板 〈 柴 红色 ) 上 ， 继 续 延 伸 转 录 物 直至 到 达 模 
板 链 的 A fh. EET, RA AEA UTP 的 缺乏 而 
不 得 不 停止 延伸 过 程 。 研 究 者 之 所 以 知道 聚合 酶 可 
从 一 条 模板 链 跳 转 到 另 一 条 模板 链 ， 是 因为 可 将 聚 
合 酶 从 第 二 模板 链 上 驱赶 下 来 ， 并 得 到 预期 大 小 的 
截断 转录 物 ， 且 比 原初 模板 的 截断 转录 物 要 长 。 更 
令 人 信服 的 是 ， 研 究 者 使 聚合 酶 沿 第 二 模板 步 移 时 ， 
获得 了 预期 大 小 的 捕获 转录 物 〈arrested transcript), 

其 次 ， 研 究 者 改变 第 二 模板 的 特征 ， 以 便 了 解 
聚合 酶 向 第 二 模板 跳 转 并 继续 转录 的 必需 条 件 。 他 
们 发 现下 列 特征 。@D 单 链 的 第 二 模板 只 有 在 低 盐 浓 
度 下 才能 作为 转录 的 模板 ， 在 高 盐 浓度 下 复合 体 解 
离 ， 表 明 聚 合 酶 不 能 紧密 结合 单 链 DNA。@ 抗 盐 性 
RARS DNA 结合 时 只 要 求 9bp 的 双 链 DNA, H. 
该 双 链 DNA 必须 在 相对 于 转录 物 生长 的 3 端的 十 2 
和 十 11 位 点 之 间 。 这 种 抗 盐 性 结合 表明 是 朴 水 性 作 

用 而 不 是 静电 作用 的 结果 ， 即 这 种 结合 涉及 聚合 酶 的 
BUKAE DNA 大 沟 内 碱 基 的 相互 作用 。 @ 盐 稳 
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图 6.30 亚 基 位 于 或 邻近 形成 磷酸 二 酯 键 的 活性 位 点 。Grachev 及 同事 用 图 6. 29 所 示 的 方法 标记 E. coli 
RNA 聚合 酶 的 活性 位 点 ， 通 过 电泳 分 离 聚合 酶 亚 基 ， 以 确定 活性 位 点 的 亚 基 组 成 。 除 泳 道 5、6 外 ， 各 泳 
道 表 示 用 不 同 核 苷 酸 亲 和 试剂 和 放射 性 UTP 的 实验 结果 。 泳 道 5、6 用 相同 的 亲 和 试 剂 ， 只 是 瀛 道 5 使 用 
放射 性 UTP， 泳 道 6 使 用 放射 性 CTP， 其 他 泳 道 均 使 用 放射 性 UTP。 放 射 自 显影 结果 显示 B 亚 基 被 大 多 数 
亲 和 试 剂 标记 ， 但 有 时 o 亚 基 也 被 微弱 标记 。 因 此 ，B 亚 基 位 于 或 邻近 催化 磷酸 二 酯 键 形成 的 活性 位 点 处 。 
(Source: Grachev et al. , Studies on the functional topography of Escherichia coli RNA polymerase, European 
Journal of Biochemistry 163 (16 Dec 1987) p. 117, f. 2. ) 


定性 结合 的 另 一 个 必要 条 件 是 在 RNA 的 3 端 上 游 
存在 一 段 长 度 至 少 为 6nt 的 单 链 DNA, 

再 次 ， 研 究 者 用 聚合 酶 已 步 移 到 接近 下 游 未 端 
的 原初 模板 链 分析 了 盐 敏 感性 结合 位 点 。 这 些 复合 
体 缺少 盐 抗 性 结合 所 必需 的 下 游 双 链 区 ， 因 此 保留 
了 全 部 的 盐 敏 感性 结合 位 点 。 盐 敏感 性 结合 的 必需 
条 件 是 什么 呢 ? 基本 要 求 是 在 相对 于 RNA 3 端 
一 6 一 十 1 区 间 内 存在 至 少 为 6nt 的 单 链 DNA, 

图 6. 32 总 结 了 这 些 研究 发 现 。 下 游 的 盐 稳定 性 
结合 位 点 〈 黄 色 ) 在 十 2 一 十 11， 上 游 的 盐 敏 感性 结 
合 位 点 〈 蓝 色 ) 位 于 一 6 一 十 1。 盐 敏感 性 结合 位 点 
由 单 链 DNA 组 成 ， 该 单 链 DNA 为 模板 链 。 这 反映 
了 这 样 一 个 事实 ， 在 包含 RNA 聚合 酶 的 转录 活性 
复合 体 〈transcription 一 competent) 中 ， 该 区 域 已 被 
解 链 。 该 模型 认为 ，RNA 转录 物 与 DNA 的 相互 作 
用 并 不 是 稳定 DNA-RNA- 蛋 白质 三 元 复合 体 的 最 重 
要 贡献 者 ， 因 为 这 种 相互 作用 与 盐 敏 感 〈 弱 ) 结合 
位 点 有 关 。 三 元 复合 体 稳定 性 的 最 主要 贡献 者 是 下 
游 的 强 盐 抗 性 结合 位 点 。 事 实 上 ， 这 个 强 结合 位 点 
是 将 聚合 酶 牢 牢 结合 在 DNA 上 的 滑动 错 (sliding 
clamp) 关键 部 分 。 

通过 研究 ，Nudler 及 同事 也 确定 了 这 两 个 结合 
位 点 所 涉及 的 聚合 酶 亚 基 。 其 研究 策略 是 : 将 胸腺 
RED AS {DL 5- 碘 代 脱 氧 尿 喀 啶 核 苷 酸 〈5-iodode- 

+128 + 


oxyuridine) 引入 到 较 短 且 具有 放射 性 标记 的 第 二 模 
板 的 特定 位 置 处 ， 经 紫外 线 激活 后 ， 该 核 苷 酸 可 与 
邻近 的 蛋白 质 交 联 。 选 择 的 研究 位 点 是 一 3、 十 1 和 
十 6 位 ， 分 别 位 于 盐 敏 感 区 、 活 性 位 点 和 盐 稳 定 区 。 
根据 定义 ， 十 1 位 在 活性 位 点 ， 因 为 该 位 点 对 应 于 
RNA 的 3 端 ， 是 最 后 一 个 核 苷 酸 刚 被 添加 的 部 位 。 

交 联 后 ， 研 究 者 对 复合 体 进行 SDS-PAGE 和 放 
射 自 显影 分 析 ， 确 定 与 放射 性 标记 DNA 结合 的 聚 
合 酶 亚 基 。 正 如 我 们 所 预想 的 那样 ， 图 6. 33 显示 B 
亚 基 在 一 3 位 和 十 1 位 与 DNA 交 联 ， 因 为 B 亚 基 位 
于 或 邻近 酶 的 活性 位 点 。 另 一 方面 ，g 和 p EE 
与 DNA 在 一 6 位 交 联 ， 因 为 这 里 是 强 结合 位 点 ， 该 
结果 与 早期 的 发 现 相 一 致 ， 即 B' 亚 基 自 身 可 与 DNA 
紧密 结合 。 图 中 还 显示 ，B 亚 基 既 能 在 紧密 结合 过 
程 中 发 挥 作 用 ， 也 在 活性 位 点 的 弱 结合 中 起 作用 。 
此 外 ， 当 单 链 DNA 在 十 6 位 与 聚合 酶 交 联 时 ， 很 少 
发 生 与 B 亚 基 结合 的 情况 ， 这 也 进一步 证 实 通过 e 
亚 基 介 导 的 紧密 结合 需要 双 链 DNA。 

最 后 ，Nudler 及 同事 确定 了 位 于 B 和 亚 基 内 
的 DNA 结合 位 点 。 研 究 者 通过 SDS-PAGE 纯化 与 
标记 DNA 交 联 的 B 和 让 亚 基 ， 然后 用 CNBr 处 理 这 
EEk, CNBr 能 够 在 蛋氨酸 (methionine, Met) 
残 基 之 后 切割 多 肽 。 在 所 产生 的 系列 肽 段 中 ， 有 些 
与 标记 模板 交 联 。 凝 胶 电 泳 后 ， 放 射 自 显 影 的 结果 
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图 6.31 确定 与 RNA 聚合 酶 结合 所 需 模板 条 件 的 策略 。 (a) RNA 聚合 酶 的 步 移 与 驱赶 walking and 
chasing), Nudler 及 同事 用 赛 聚 组 氨 酸 标签 标记 聚合 酶 的 B' 亚 基 ， 使 RNA RARE GIE) 结合 在 镍 树脂 
(黄色 ) 上 。 加 入 几 组 3 种 或 少 于 3 PIM., fE RNA 聚合 酶 沿 DNA 模板 向 前 步 移 几 个 碱 基 对 ， 然 后 因 
缺乏 某 种 核 苷 酸 而 停顿 ， 最 后 ， 加 入 所 有 的 4 种 核 苷 酸 ， 使 RNA 聚合 酶 一 直 步 移 到 DNA 模板 的 末端 并 
脱离 下 来 ， 释 放 截 断 转录 物 。(b) 模板 转换 。Nudler 及 同事 再 次 使 聚合 酶 步 移 到 原初 模板 〈 蓝 色 ) 的 特 
定位 点 ， 然 后 ， 在 第 二 个 模板 〈 紫 红色 ) 和 ATP. GTP. CTP 存在 条 件 下 驱赶 聚合 酶 ， 使 RNA RAN 
由 原初 模板 跳 转 到 第 二 个 模板 ， 并 继续 前 行 ， 直 到 需要 聚合 UTP 的 位 点 〈 模 板 链 上 的 第 一 个 A) 后 才 会 
停止 。 值 得 注意 的 是 ， 聚 合 酶 向 互补 链 的 跳 转 可 被 阻 断 ， 因 为 ， 如 果 上 链 是 模板 链 ， 其 第 一 个 位 置 恰好 
需要 缺乏 的 UTP。 最 后 ，RNA 聚合 酶 被 驱赶 下 第 二 模板 链 ， 释 放出 两 个 模板 链 和 延长 的 截断 转录 物 。 


图 6.32 E.coli RNA 聚合 酶 全 酶 的 DNA 结合 位 点 。 
基于 图 6. 31 所 示 的 模板 转换 实验 ， 只 是 用 许多 可 改变 
的 原初 模板 和 第 二 模板 。Nudler 及 同事 指出 ， 在 DNA 
模板 上 ， 有 两 个 能 够 与 RNA 聚合 酶 发 生 相互 作用 的 位 
点 : 下 游 位 点 〈 黄 色 )， 为 十 2 位 至 十 11 位 之 间 的 序 
列 ， 两 者 靠 疏 水 作用 而 结合 ， 在 盐 溶液 中 是 稳定 的 ; 
上 游 位 点 〈 蓝 色 )， 位 于 熔 解 DNA 区 间 内 ， 从 一 6 位 
至 十 1 位 ， 两 者 靠 静电 作用 而 结合 ， 在 盐 溶液 中 是 不 稳 
定 的 。 
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图 6.33 标记 DNA 与 RNA 聚合 酶 亚 基 的 交 联 。Nudler 及 同事 将 反应 活性 核 苷 酸 〈5- 碘 代 脱 
氧 尿 喀 啶 核 共 酸 ) 在 交 联 位 点 处 引入 单 链 〈ss) 或 双 链 (ds) 标记 的 第 二 模板 中 ， 交 联 位 点 
及 第 二 模板 在 图 上 方 标注 。 如 图 上 方 所 示 ， 研 究 者 或 者 将 聚合 酶 从 原初 模板 驱赶 〔 十 ) 到 第 
二 模板 上 ， 或 不 进行 驱赶 一 )。 驱 赶 〈 不 驱赶 ) 后 ， 用 紫外 线 照射 聚合 酶 -DNA 复合 体 ， 使 
反应 活性 核 苷 酸 与 邻近 的 聚合 酶 亚 基 交 联 。 对 交 联 产物 进行 SDS-PAGE 和 放射 自 显影 处 理 ， 
显示 标记 的 聚合 酶 亚 基 。 只 有 被 驱赶 到 第 二 模板 上 的 聚合 酶 才 会 发 生 交 联 ，B 亚 基 参 与 了 酶 
与 所 有 DNA 位 点 的 结合 ， 而 及 亚 基 主要 参与 酶 与 双 链 DNA 在 十 6 位 点 处 的 结合 ， 当 单 链 
DNA 在 二 6 位 与 聚合 酶 交 联 时 ， 很 少 发 生 与 Bl 亚 基 的 结合 。 (Source; Nudler et al., Tran- 
scription processivity: Protein-DNA interactions holding together the elongation complex. Sci- 
ence 273 (12 July 1996) f. 5c, p.214. © AAAS. ) 


显示 ， 与 B 亚 基 的 交 联 发 生 在 N 端 附近 , 位 于 ” 记 的 新 生 RNA 产物 5' 端 的 第 21 位 或 45 位 。 正 常情 
Met30 和 Met102 之 间 ， 而 与 尺 亚 基 的 交 联 发 生 在 C WF U . 无 反应 活性 ， 但 在 NaBH, 存在 时 U + 可 与 
端 附近 ， 位 于 Met 1230 和 Metl273 之 间 。 配对 的 碱 基 交 联 ， 如 图 6. 34a 所 示 。 实 际 上 ，U ， 
小 结 “ 模 板 转换 实验 明确 表明 ， 与 聚合 酶 发 能 够 接触 到 DNA 链 上 与 配对 碱 基 A 相 邻 的 一 个 嗓 

生 相 互 作用 的 DNA 位 点 有 2 个。 一 个 为 弱 结 合 叭 碱 基 , 但 本 实验 的 设计 方案 可 以 阻止 这 种 情况 的 

位 点 ， 包 括 DNA 的 解 链 区 和 位 于 或 于 近 聚 合 酶 B 发 生 。 所 以 ， 交 联 只 能 发 生 在 DNA 模板 链 上 的 A 

亚 基 的 催化 位 点 ， 在 此 位 点 发 生 的 蛋白 质 -DNA 与 转录 物 RNA 的 U。 之 间 ， 如 果 没 有 碱 基 配 对 ， 

之 间 的 相互 作用 主要 依赖 于 静电 作用 ， 具 有 盐 敏 就 不 可 能 发 生 交 联 。 


感性 ; 另 一 个 是 强 结合 位 点 ， 涉 及 活性 位 点 的 下 Nudler, Goldfarb 及 同事 将 转录 物 中 的 U 。 步 
游 DNA 和 环 合 本 的 亚 基 和 让 亚 基 . BAE 3' 端 的 不 同位 置 ， 从 一 2 位 (紧邻 3 MRR 

WN, VRIE- D 开始 延 他 到 一 4 位 。 
延伸 复合 体 的 结构 然后 ,研究 者 使 RNA 与 DNA 模板 链 交 联 ， 在 同一 


在 本 节 ， 我 们 将 学 习 掌握 如 何 通过 结构 研究 而 块 凝 胶 上 电泳 DNA 和 和 蛋白质 ， 而 在 另 一 块 凝 胶 上 
完美 地 预测 核心 聚合 酶 亚 基 的 功能 。 同 时 还 将 学 习 ”电泳 RNA。 结 果 表 明 ，RNA 总 能 被 标记 ， 而 DNA 
转录 延伸 的 拓扑 学 特征 ， 即 聚合 酶 如 何 解决 模板 链 ”或 蛋白 质 只 有 与 RNA 发 生 后 才能 被 标记 。 

的 解放 与 再 旋 问 题 ， 以 及 如 何 沿 着 缠绕 (螺旋) 的 图 6.34b 显示 了 实验 结果 。 如 果 碱 基 U + 出 现 
模板 移动 而 不 会 使 RNA 产物 缠绕 在 模板 链 上 。 在 一 2 一 一 8 位 ， 则 DNA 会 被 强烈 标记 , HU .出 

RNA-DNA 杂交 ”关于 这 一 点 ， 我 们 假设 RNA ”现在 一 10 位 或 更 远 处 则 DNA 只 能 会 被 微弱 标记 。 
产物 在 脱落 、 排 出 聚合 酶 之 前 ， 会 通过 几 个 碱 基 与 ik, MÆ U. 只 有 存在 于 一 2 一 一 8 位 时 ， 才 能 与 
其 DNA 模板 链 形成 RNA-DNA 杂 合 分 子 。 然 而 有 DNA 模板 链 上 的 A 互补 配对 ， 当 U + 在 一 10 位 时 ， 
关 杂 合 分 子 的 长 度 一 直 存在 争议 ， 估 计 其 长 度 为 3~，。 碱 基 配 对 能 力 会 被 严重 削弱 。 所 以 ，RNA-DNA 杂 
12bp， 有 些 研究 者 甚至 怀疑 杂 合 分 子 的 存在 。 ” 交 链 从 一 1 位 延伸 到 一 8 位 或 一 9 位 ， 不 会 在 向 外 延 
Nudler 和 Goldfarb 及 同事 应 用 转录 物 步 移 技 术 和 伸 了 (在 RNA3' 端 一 1 位 的 碱 基 必须 与 模板 链 上 碱 
RNA-DNA 交 联 技术 ， 证 明 在 延伸 复合 体 中 确实 存 基准 确 配对 ， 以 便 在 RNA 合成 时 能 够 引入 正确 的 
在 着 RNA-DNA 杂 合 分 子 ， 其 长 度 为 8bp 或 9bp。 碱 基 ) 。 这 一 结论 通过 和 蛋白 质 标记 实验 得 到 进一步 验 

研究 者 将 在 UMP 的 类 似 物 〈U。) 引信 *P 标 ”证 . YU 不 在 杂交 区 域 (一 1 一 一 8 位 ) At, RNA 
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图 6.34 ”在 延伸 复合 体 中 RNA-DNA 及 RNA- 蛋 白质 间 的 交 联 。(a) ZERA U- 与 DNA 模板 链 
上 的 A 发 生 碱 基 配 对 后 的 结构 。 箭 头 标注 了 该 交 联 试 剂 与 DNA 形成 的 共 价 键 。 (b) 交 联 结果 。 
Nudler 和 Goldfarb 及 同事 将 延伸 复合 体 中 *P 标记 的 新 生 RNA 产物 的 第 21 位 或 45 位 引入 Ue, 
然后 让 U + 移动 到 新 生 RNA 3' 端 (一 1 位 ) 的 一 2 一 一 24 不 同 的 位 点 ， 然 后 使 RNA 与 DNA 模板 
(或 RNA 聚合 酶 中 的 蛋白 质 ) 交 联 。 在 同一 凝 胶 上 电泳 交 联 的 DNA 和 蛋白 质 ， 在 另 一 凝 胶 上 电泳 
游离 的 RNA。 放 射 自 显影 检测 。 泳 道 1、2 和 11 为 RNA 中 无 U， 的 阴性 对 照 ， 泳 道 3~10: 在 初 
Æ RNA 产物 的 21 位 有 U +; 泳 道 12~18, 在 初生 RNA 产物 的 45 位 有 U。。 底 部 的 星 号 表示 
RNA 中 存在 Us, RAM Us 出 现在 一 2 一 一 8 位 的 位 点 时 ， 才 会 发 生 RNA 与 DNA 间 的 交 联 。 
(Sources: (a) Reprinted from Cell 89. Nudler, E. et al. The RNA-DNA hybrid maintains the regis- 
ter of transcription by preventing backtracking of RNA polymerase fig. 1, p. 34 © 1997 from Elsevier 
(b) Nudler, E. et al, The RNA-DNA tybrid maintains the register of transcription by preventing 
backtracking of RNA polymerase. Cell 89 (1997) f.1, p. 34, Reprinted by permission of Elsevier Sci- 


ence, ) 


聚合 酶 中 的 蛋白 质 就 会 被 强烈 标记 。 这 可 能 反映 了 
这 样 的 事实 ， 即 活性 基 团 在 不 能 与 DNA 模板 链 进 
行 碱 基 互补 配对 时 ， 更 易 与 蛋白 质 结合 。 最 近 对 T7 
RNA RAM DERAR BAR, RNA-DNA 杂 合 分 子 
的 长 度 为 8bp。 
小 结 在 E.coli 延伸 复合 体 中 ， 相 对 于 初生 
RNA 产物 的 3 端 ，RNA-DNA 杂 合 分 子 的 长 度 
从 一 1 位 延伸 到 一 8 位 或 一 9 位。T? 的 杂 合 分 子 
的 长 度 为 8bp。 
核心 聚合 酶 的 结构 ”为 了 得 到 最 清晰 的 延伸 复 

合体 结构 图 像 ， 我 们 需要 知道 核心 聚合 酶 的 结构 。 
X 射线 晶体 学 图 像 能 够 提供 最 高 的 分 辩 率 ， 但 需要 
获得 三 维 结构 的 晶体 ， 而 到 目前 为 止 尚未 成 功 获得 
E. coli 聚合 酶 的 三 维 晶 体 。 然 而 ，1999 年 Seth 
Darst 及 同事 成 功 结晶 出 嗜 热 水 生 菌 〈Thermus 
aquäticus) 的 核心 聚合 酶 ， 晶 体 结构 的 分 辨 率 达 
3. 3A。 该 结构 整体 上 十 分 类 似 于 电子 显微镜 观察 到 
的 E. coli 核心 酶 低 分 辩 率 二 维 晶体 结构 ， 这 意味 着 
两 种 酶 在 细微 结构 上 也 可 能 十 分 相似 。 换言之， 
Thermus aquaticus 的 聚合 酶 晶体 结构 是 我 们 目前 了 
解 细菌 核心 酶 结构 的 最 好 窗口 。 


图 6. 35 从 3 个 不 同方 位 描述 了 酶 的 整体 轮廓 。 
首先 值得 注意 的 是 ，Thermus aquaticus 的 RNA 核 
心 酯 形似 一 只 张 开 的 拨 错 ， 为 了 便于 区 分 ， 用 不 同 
的 颜色 表示 核心 酶 的 4 个 亚 基 B B'A a 
基 )。 彩 图 显示 ， 乱 钳 的 一 半 主要 由 8 亚 基 组 成 ， 另 
一 半 主 要 由 B' 亚 基 组 成 ，2 个 a EAE PME A Y 
点 处 , 其 中 之 一 (ol, 黄色 ) 与 B 亚 基 相 连 ， 另 一 
个 a 亚 基 (all, 绿色 ) 与 B' 亚 基 相 连 ， 较 小 的 w 亚 
基 位 于 底部 ， 巴 盖 于 p 亚 基 的 Cm, 

图 6.36 显示 了 核心 聚合 酶 的 催化 中 心 Ccata- 
lytic center) 。 在 核心 酶 的 两 钳 之 间 形 成 一 宽 约 27A 
的 通道 ，DNA 模板 可 能 位 于 这 个 通道 内 。 酶 的 催化 
中 心 用 Mg:- 标 记 《〈 粉 红色 球体 )。 有 三 方面 的 证 据 
表明 Mg 位 于 酶 的 催化 中 心 。 第 --， 到 目前 为 止 ， 
所 有 被 研究 的 细菌 R 亚 基 都 有 一 段 保守 的 氨基 酸 序 
列 NADFDGD， 推 测 其 中 的 3 个 天 冬 氨 酸 (D) 的 
作用 可 能 是 闭合 Mg** 。 第 二 ，3 个 天 冬 氨 酸 残 基 中 
的 任何 一 个 发 生 突变 都 是 致死 的 ， 它 们 使 酶 在 启动 
子 处 形成 开放 启动 子 复合 体 ， 但 无 催化 活性 。 因 此 ， 
这 3 个 天 冬 氨 酸 残 基 是 催化 活性 而 不 是 紧密 结合 
DNA 所 必需 的 。 最 后 ， 如 图 6. 36 Bra, T. aquaticus 
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图 6.35 T. aquaticus RNA RAMBO MHRA. BAT 3 种 不 同 的 立体 图 ， 区 别 在 于 相差 
90" 的 旋转 。 聚 合 酶 亚 基 和 人 金属 离子 用 不 同 的 颜色 标注 ， 如 图 底部 所 示 。 人 金属 离子 表示 为 彩色 小 球 ， 较 
大 的 红色 和 绿色 圆 点 分 别 表示 缺失 的 B、8' 亚 基 的 未 结构 折 倒 区。 (Source: Zhang, G. etal., Crystal 
structure of Thermus aquaticus core RNA polymerase at 3. 3A resolution, Cell 98 (1999) 911-24. Reprin- 


ted by permission of Elsevier Science, ) 


的 核心 聚合 酶 晶体 结构 表明 ,3 个 天 冬 氨 酸 残 基 〈 红 
E) 侧 链 确实 与 Mg 配 位 。 所 以 ， 酶 的 催化 中 心 
有 3 个 天 冬 氨 酸 残 基 和 Mg. 

图 6. 36 也 显示 ， 在 形成 贯穿 酶 通道 顶部 的 B 亚 
基 中 存在 利 福 平 结合 位 点 。 发 生 改 变 可 引起 对 利 福 
平 抗 性 变化 的 氨基 酸 用 粉红 色 圆 点 标注 ,很 明显 ， 
在 三 维 结构 中 这 些 氨 基 酸 紧密 申 联 在 一 起 ， 可 能 位 
于 利 福 平 结合 位 点 。 我 们 也 知道 ， 利 福 平 允 许 RNA 


+ 132° 


合成 的 起 始 ， 但 在 加 入 几 个 核 背 酸 后 就 会 阻 断 RNA 
链 的 延伸 。 此 外 ， 一 旦 完成 启动 子 清除 ， 抗 生 素 利 
福 平 就 不 会 青 对 转录 延伸 产生 任何 影响 。 

如 何 依据 抗生素 的 活性 解释 利 福 平 结合 位 点 的 
定位 ? 一 种 假设 认为 ， 结 合 在 通道 内 的 利 福 平 关 闭 
了 正在 生长 的 RNA 链 的 出 口 通道 , 阻 断 了 短 链 
RNA 的 生长 。 一 旦 RNA 延伸 到 特定 的 长 度 ， 就 会 
阻 断 利 福 平 与 利 福 平 结合 位 点 的 靠近 ， 或 至 少 能 够 
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图 6. 36 ”核心 聚合 酶 的 催化 活性 中 心 。 粉 红色 球体 代表 Mg:+ ， 与 3 个 天 冬 氨 酸 侧 链 ( 红 
色 ) 配 位 ， 位 于 通道 项 部、 参与 决定 利 福 平 抗 性 的 氨基酸 用 紫色 球体 表示 ， 这 些 氨基 酸 环绕 
着 假定 的 利 福 平 结合 位 点 或 Rif O, H Ri 表示 。 聚 合 酶 亚 基 的 颜色 与 图 6. 35 中 的 相同 
(B 为 粉红 色 ; B 为 青绿 色 ; a 为 黄色 和 绿色 )。 该 图 中 的 两 张 图 版 是 立体 图 像 的 两 半 。 
(Source; Zhang, G. et al. ，Crystal structure of Thermus aquaticus core RNA polymerase at 
3. 3A resolution, Cell 98 (1999) 911-24, Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


有 效 阻止 抗生素 利 福 平 的 结合 。 

Darst 及 同事 通过 T. aquaticus 核心 聚合 酶 与 利 
福 平复 合体 的 晶体 结构 证 实 了 这 一 假设 。 当 RNA 
链 延 伸 长 度 达 2nt 或 3nt 时 ， 位 于 预知 结合 位 点 的 
利 福 平 通过 阻 断 延 伸 转录 物 的 排出 而 阻 断 转 录 。 

iT, aquaticus 的 RNA 核心 聚合 酶 的 X 
射线 晶体 研究 发 现 ; 其 形状 类 似 一 只 盘 钳 ， 能 够 
HUE DNA 链 。 横贯 核心 酶 的 通道 含有 催化 中 心 
Me 与 3 个 天 冬 氨 酸 配 位 ) 和 利 福 平 结合 位 点 。 

全 酶 的 结构 ”2002 年 ，Darst 及 同事 发 表 了 
T. aquaticus RNA 聚合 酶 全 酶 分 辨 率 为 4A 的 晶体 结 
构图 像 。 该 研究 得 出 三 点 结论 。 

1. o MEME CoN) 与 核心 酶 的 B 和 B' 亚 基 间 有 较 
大 的 接触 面 。 

2. o 亚 基 缺失 前 91 个 氨基 酸 后 ， 全 酶 结构 中 有 
一 个 过 于 狭窄 的 裂 除 ， 以 至 于 不 能 接纳 DNA 模板 ， 
这 表明 o Mike A LH AR ET RE PE B KEFE SGO ZDR 
以 便 与 DNA 结合 。 

3. o 亚 基 中 连接 其 两 个 功能 域 的 中 间 无 规则 环 
明显 靠近 酶 的 活性 位 点 ， 位 于 排出 RNA 产物 的 通 
道内 。 

后 一 个 发 现 有 两 个 含义 。 首先， 由 于 十 分 靠近 
于 活性 位 点 ， 从 而 使 靠近 活性 位 点 的 o 因子 部 分 在 
形成 第 一 个 磷酸 二 酯 键 时 发 挥 作用 ， 这 与 oO 因子 的 
转录 起 始 功能 相 一 致 ， 其 次 ，c 因子 对 RNA 排出 通 
道 的 阻塞 ， 是 全 酶 在 真正 起 始 转录 之 前 形成 流产 性 
转录 物 的 原因 。 现 在 ， 让 我 们 逐一 分 析 这 些 结论 的 


证 据 。 

图 6. 37a 显示 了 两 个 不 同 视角 的 全 酶 晶体 结构 。 
在 左 图 中 ， 我 们 可 以 看 到 酶 的 整体 结构 ， 核 心 亚 基 
用 不 同 的 色彩 显示 ，a 碳 骨架 代表 o 亚 基 ， 其 中 的 a 
螺旋 用 圆柱 体 表示 。 在 右 图 中 ， 我 们 可 以 看 到 部 分 
B' 亚 基 被 略 去 的 酶 结构 ， 从 而 可 看 清 o 亚 基 穿越 酶 
的 途径 。 在 图 6. 37b 的 示意 图 中 ，o 亚 基 的 各 部 分 
用 不 同 的 色彩 标注 区 分 。o 亚 基 与 B 和 B' 亚 基 间 的 
接触 面 分 别 用 绿色 和 红色 表示 。 

Darst 及 同事 未 能 获得 完整 全 酶 的 结晶 体 ， 只 能 
以 结合 缺失 前 91 个 氨基 酸 (结构 域 1. 1) 的 o 亚 基 
的 核心 酶 开展 研究 ， 缺 失 整 个 “结构 域 后 ， 我 们 虽 
不 能 了 解 全 酶 的 形状 ， 但 还 是 可 以 做 出 一 些 预测 。 
例如 ， 图 6. 38a BR, MART AY 。 亚 基 N 端 位 于 a 
螺旋 区 的 末端 ， 该 螺旋 直接 指向 酶 的 活性 中 心 。 
表明 oi. 结构 域 位 于 图 6. 38b 左 侧 所 示 的 位 置 。 如 
果 确 实 如 此 ， 就 可 以 解释 晶体 结构 的 另 一 个 特征 ， 
位 于 活性 位 点 处 的 裂隙 过 于 狭窄 ， 以 至 于 不 能 接纳 
DNA 模板 。 综 合 这 两 方面 的 信息 ，Darst 及 同事 推 
测 ， 包 含 o.: 区 在 内 的 整个 o 亚 基 可 将 酶 的 裂 阶 援 开 
使 双 链 DNA 模板 结合 在 这 个 通道 中 ， 形 成 闭合 启 
动 子 复合 体 ， 然 后 ， 在 形成 开放 启动 子 复合 体 时 ， 
qm.1 区 被 逐 出 ， 从 而 使 主 通道 在 活性 位 点 处 与 解 链 
DNA 紧密 结合 。 

这 一 见解 得 到 了 一 系列 证 据 的 支持 。 首 先 ，o.1 
区 为 强酸 性 在 中 性 pH 条 件 下 ， 有 1/3 氨基 酸 残 
基带 负电 荷 )， 有 利于 o.! 区 与 包含 碱 性 氨基 酸 残 基 
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6.37 嗜 热 水 生 菌 RNA 聚合 酶 全 酶 的 晶体 结构 。(a) 聚合 酶 全 酶 结构 的 两 种 视图 。w、al 和 all 亚 
基 位 于 灰色 阴影 区 ，8 和 B' 亚 基 分 别 用 蓝 色 和 粉红 色 表 示 ，o 亚 基 用 一 组 "螺旋 〈 圆 柱 体 ) KR a 
碳 骨 架 的 环 表示 。 不 同 颜色 所 代表 的 元 件 已 在 图 (b) 中 的 简 图 中 标注 。 在 图 a) 的 右 侧 结构 图 中 ， 
部 分 B 亚 基 被 移 除 ， 从 而 显示 出 o 亚 基 的 方位 ， 黄 色 线条 勾勒 出 B 亚 基 被 移 除 的 区 域 。 与 o 亚 基 相 接 
ARAY B 亚 基 和 B' 亚 基 的 区 域 分 别 用 绿色 和 红色 表示 。(b) o 亚 基 的 保守 区 域 用 不 同 的 颜色 表示 ， 这 些 
区 域 被 分 成 3 个 大 的 结构 域 ，os、os 和 ox. (Source: Murakami et al. , Science 296; p. 1281. © 2002 
by the AAAS. ) 


核心 
(通道 打开 ) 

RP. RP。 
图 6. 38 ai, 区 域 参与 开放 启动 子 复合 体形 成 的 模型 。 (a) 全 截 短 的 全 酶 结构 。 左 图 ， 其 观测 方位 同 图 
6. 37a; GA, 将 左 图 旋转 101°, 露出 o 亚 基 的 氨基 末端 (用 “N” 标 记 )。o 亚 基 的 a 螺旋 骨架 (黄色 ) 
直接 指向 酶 的 主 通道 〈 蓝 色 ) 活性 中 心 的 Mg** ， 这 表明 o 区 位 于 这 一 主 通 道内 。 b) oi.1 区 的 参与 模 
型 。 在 闭合 的 启动 子 复 合体 〈(RPc) 中 ，ci: 区 位 于 酶 的 主 通 道内 ， 使 通道 处 于 开放 状态 以 接纳 双 链 DNA 
模板 〈 绿 色 )。 在 开放 的 启动 子 复合 体 (RP). o 区 被 逐 出 主 通 道 ， 以 便 通 道 闭 合 包 纳 解 旋 的 DNA。 
(Source; Murakami et al. , Science 296; p. 1283. © 2002 by the AAAS. ) 
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MERHAS. HK, E.coli d HBA hE 
足迹 表明 ， 游 离 o 亚 基 的 oo KRREBA HEP, 
但 在 全 酶 中 是 受 保护 的 ， 一 旦 全 酶 形成 开放 启动 子 
复合 体 ，o.; 区 就 会 暴露 。 再 次 ，Darst 及 同事 获得 
了 结合 DNA 的 T. aquaticus 全 酶 晶体 。 在 该 复合 体 
中 ，1.1 区 是 无 序 的 ， 这 暗示 它 已 被 逐 出 主 通 道 ， 
正如 模型 所 预测 的 。 此 外 ， 晶 体 中 的 1. 1 区 易 被 蛋 
白 酶 降解 ， 再 次 表明 1. 1 区 在 主 通 道中 未 受到 保护 。 
最 后 ，Richard Ebright 及 同事 用 FRET 实验 证 实 ， 
在 闭合 启动 子 复 合体 中 ，1. 1 区 位 于 主 通道 内 , 但 
在 开放 启动 子 复合 体 中 则 被 逐 出 主 通道 (如 本 章 前 


这 些 发 现 使 我 们 提出 如 下 假设 : 位 于 RNA 逐 
出 通道 内 的 o-o, 链 环 与 初生 RNA 间 存在 着 对 此 空 
间 占 据 的 竞争 作用 。 通 常情 况 下 ， 链 环 能 够 赢得 竞 
P, 而 初生 RNA 则 以 流产 性 产物 形式 释放 出 来 。 
这 种 情况 可 能 会 重复 发 生 ， 因 为 流产 性 转录 产物 在 
摩尔 数量 级 上 多 于 完整 转录 物 (在 E. coli 约 为 11 
信之 多 )。 当 RNA 分 子 成 功 延 伸 12nt 以 上 时 ， 
RNA 链 将 链 环 置 换 出 来 ， 使 链 环 或 与 核心 酶 解 离 ， 
或 只 能 松散 的 结合 在 核心 酶 上 。 

为 验证 这 一 假设 ，Darst 及 同事 用 E. coli 全 酶 
进行 失控 转录 实验 (第 5 章 )，o 亚 基 分 别 为 野生 型 
或 缺失 第 503 位 以 后 氨基 酸 残 基 的 突变 型 (co"AC)， 
该 突变 "缺失 了 m-a 间 的 链 环 ， 根 据 假 设 ， 不 会 有 
过 多 流产 性 转录 物 ， 失 控 转录 实验 证 实 了 这 一 推断 。 

最 后 ， 为 什么 聚合 酶 会 如 此 低 效 地 起 始 转录 ， 


面 所 述 ，1. 1 区 还 有 另外 一 个 重要 的 作用 行为 ， 即 
无 核心 酶 时 阻止 c 亚 基 与 DNA 结合 ) 。 

就 转录 起 始 而 言 ， 令 人 费解 的 情况 之 一 是 : 为 
什么 流产 性 转录 是 转录 起 始 的 显著 特征 ? 图 6. 39 所 
描述 的 全 酶 结构 可 以 给 出 解释 ， 图 6. 39a 的 右 侧 着 
重 显示 全 酶 的 o 区 与 o, 区 间 链 环 的 结构 链接 o 
区 和 cs 区 的 橙黄 色 “ 螺 纹 ” 状 结构 )， 橙 黄色 圆 点 
表示 链 环 的 无 序 区 域 ， 此 无 序 区 很 可 能 延伸 到 酶 的 
活性 中 心 《Mg** ) 附近 。 有 一 点 是 清楚 的 ， 即 链 环 
的 有 序 部 分 位 于 RNA 出 口 通道 内 ， 阻 止 RNA 链 的 
过 长 延伸 。 


图 6.39 o-o, 链 环 参与 流产 性 转录 的 模 
型 。 (a) 全 酶 结构 示意 图 。 各 颜色 的 表 
示 同 图 6. 37， 只 是 o 亚 基 用 橙色 和 褐色 
表示 。 b) 图 Ca) 中 加 框 区 域 的 放大 
图 。 为 显示 被 覆盖 的 结构 ，al RB WH 
的 部 分 区 域 被 移 除 ， 分 别 用 灰色 和 蓝 色 
轮廓 线 表示 。 互 结构 域 的 表面 是 透明 的 ， 
以 显示 其 内 部 的 “ 碳 原 子 骨 架 ，om 、am 结 
PRU o-o 链 环 用 橙色 表示 ， 紫 红色 
球体 代表 活性 位 点 的 Mgt ， 紧 邻 与 
DNA 模板 链 (绿色 ) 互补 配对 的 RNA 
HRH GLE) KH. RNA-DNA RA 
体 用 空间 填充 模型 表示 ， 橙 色 球体 表示 
o-a 链接 区 的 无 序 部 分 侣 近 活性 位 点 的 
可 能 途径 。 用 一 连 串 的 红色 球体 表示 
RNA 链 的 5 端 。 如 果 RNA 与 链接 区 大 
小 相近 ， 则 它们 对 排除 通道 的 空间 竞争 
作用 是 显著 的 。 (Source, Murakami et 
al. , Science 296: p. 1284. © 2002 by the 
AAAS ) 


在 实现 真正 转录 起 始 前 ， 不 得 不 反复 地 起 始 、 再 起 
始 转录 ? 其 中 解释 之 一 是 o 需要 与 活性 位 点 十 分 舍 
近 ， 以 帮助 起 始 核 背 酸 的 结合 。 链 环 无 序 部 分 向 活 
性 位 点 的 紧密 靠近 需要 链 环 其 他 部 分 必须 位 于 RNA 
出 口 通道 内 ， 而 流产 性 转录 恰 是 链 环 在 该 位 置 处 的 
副产品 。 


小 结 T. aquaticus RNA 核心 聚合 酶 全 酶 的 
晶体 结构 显示 ，o 亚 基 与 B 和 B' 亚 基 间 存 在 着 广 
泛 的 接触 面 ， 推 测 ol.1 区 使 酶 的 主 通道 张 开 ， 
以 便 接 纳 双 链 DNA 模板 形成 闭合 启动 子 复 合体 。 
当主 通道 紧 紧 环抱 解 链 DNA 形成 开放 启动 子 复 
合体 时 ，c., 区 被 逐 出 主 通道 。 晶 体 结构 还 显示 ， 
ozo, 链 环 位 于 RNA 的 出 口 通道 内 ， 这 也 许可 以 
解释 RNA 合成 起 始 是 一 个 耗 时 过 程 的 原因 ， 并 


. 135 + 


产生 许多 流产 性 转录 物 。 当 转录 物 生长 时 ， 会 为 
占据 出 口 通道 而 与 m-a 链 环 发 生 强烈 的 竞争 作 
用 ， 在 达到 有 效 长 度 前 发 生 中 断 。 

全 酶 -DNA 复合 体 的 结构 “为 得 到 同 质 (homo- 
geneous) 的 全 酶 -DNA 复合 体 ，Darst 及 同事 将 T. 
aquaticus 全 酶 与 图 6. 40 所 示 的 又 状 -接点 Cork- 
junction) DNA 结合 ， 该 DNA 大 部 分 为 双 链 结构 ， 
包含 一 35 框 , 但 一 10 框 位 于 在 非 模板 链 上 有 一 个 单 
链 突 出 区 ， 起 始 于 一 11 位 。 该 结构 模拟 了 开放 启动 
子 复 合体 中 启动 子 的 结构 特征 ,使 该 复合 体形 成 类 
似 RP, 的 结构 CRF). 

非 模板 链 
-ao -30 -20 -10 
sGGccGcTTGACAAAAGTGTTAAATTG 国 crArcrs 
YCCGGCGAACTGTTTTCACAATTTAACHMIGA 5 
-35 框 | -10 框 
模板 链 延伸 的 
10 框 
图 6.40 用 于 形成 RF 复合 体 的 DNA 结构 。 
一 35 框 和 一 10 框 区 为 黄色 阴影 区 ， 延 伸 一 10 框 区 
为 红色 阴影 区 。 一 11 一 一 7 位 的 碱 基 为 单 链 区 ， 
这 种 结构 恰似 开放 启动 子 复 合体 中 的 DNA 结构 。 


图 6. 41 显示 了 全 酶 -启动 子 复合 体 的 全 貌 。 首 
先 值得 注意 的 是 ， 从 o 所 在 的 位 置 观 察 ，DNA 延伸 
穿越 聚合 酶 的 顶部 。 事 实 上 ， 所 有 DNA- 蛋 白质 专 
一 性 相互 作用 都 涉及 o 亚 基 而 不 是 核心 酶 。 那 么 ， 
强调 " 亚 基 在 转录 起 始 中 的 作用 也 就 不 足 为 奇 了 。 

进一步 仔细 观察 图 6. 42) 可 以 看 出 ,该 结构 
确证 了 以 前 通过 生物 化 学 和 遗传 学 实验 推测 的 几 个 
特征 。 首 先 ， 如 本 章 前 面部 分 所 讲 到 的 ，oz4 区 可 能 
参与 对 启动 子 一 10 框 的 识别 ， 特 别 是 ，E. coli om 的 
Glous 和 Threo 突 变 能 抑制 启动 子 区 一 12 位 的 突变 ， 
暗示 这 两 个 氨基 酸 与 一 12 位 碱 基 存在 着 相互 作用 
(6.21), E. coli om 的 Gin 和 Throw SF T. 
aquaticus o^ 的 Gines 和 Asness ， 所 以 我 们 预测 这 两 
个 氨基 酸 靠近 启动 子 一 12 位 碱 基 。 图 6. 42 证 实 了 
部 分 预测 ，Ginew (BRE) 确实 靠近 于 一 12 位 碱 基 
足以 使 两 者 发 生 接触 。Asnes (也 用 绿色 标识 ) 却 
因 与 一 12 位 碱 基 相距 较 远 而 不 能 发 生 接触 ， 但 是 微 
小 的 移动 就 能 使 两 者 足够 靠近 ， 这 种 移动 在 体内 很 
容易 发 生 。 


图 6.41 RF 复合 体 的 结构 。(a) 复合 体 的 整体 结构 。 各 亚 基 的 颜色 按 以 前 常用 的 ， 扭 曲 梯形 代表 
DNA, o 亚 基 的 表面 是 局 部 透明 的 ， 以 显示 其 内 的 。 碳 原子 骨架 的 轮廓 。(b) DNA 与 蛋白 质 接触 


面 的 放大 图 示 。B 亚 基 被 移 除 的 区 域 用 蓝 色 轮廓 表示 。 


p. 1287, © 2002 by the AAAS. ) 


E. coli o! Fi 3 个 高 度 保守 的 芳香 族 氨基 酸 残 基 
[对 应 于 T. aquaticus o^ 的 Phews (Fua), Tyres 
(Yass) 和 Trpss (Wass )] 参与 了 启动 子 区 解 链 。 在 
开放 启动 子 复合 体 中 ， 这 些 氨基 酸 可 能 在 一 10 框 区 
与 非 模板 链 结 合 。 在 RF 复合 体 中 ,这些 氨基 酸 
《图 6. 42 中 黄 绿色 标识 的 氨基 酸 ) 确实 与 非 模板 单 
链 发 生 相 互 作用 。 事 实 上 ，Trpzss 所 在 的 位 置 恰 好 
利于 与 碱 基 对 12 发 生 堆积 ， 碱 基 对 12 是 紧邻 一 10 
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(Source: Murakami et al. , Science 296; 


框 解 链 区 的 碱 基 对 。 这 样 ，Trpzse 可 代替 一 11 位 的 
碱 基 对 并 有 助 于 碱 基 对 的 熔 解 。 

已 知 在 0.: 和 os 区 有 两 个 固定 的 碱 性 氨基 酸 残 
Æ (Arges [R] 和 Lysa [Ka D) 参与 结合 
DNA, 图 6. 42 解释 原因 是 这 两 个 氨基 酸 残 基 ( 蓝 
色 ) 的 位 置 恰好 有 利于 通过 静电 作用 结合 酸性 DNA 
肯 架 ,这 种 相互 作用 可 能 不 具有 序列 特异 性 。 

在 本 章 的 前 面 内 容 中 我 们 了 解 到 ，o :区 的 特异 


图 6.42 全 酶 与 下 游 DNA 的 接触 。 棕 色 和 橙色 
表示 oz 与 m， 通 过 遗传 学 研究 ， 鉴 定 出 参与 下 
游 启 动 子 结合 的 氨基 酸 残 基 用 其 他 颜色 标识 : 识 
别 一 10 框 延伸 区 的 氨基 酸 残 基 用 红色 表示 ; 识 
别 一 10 框 的 氨基 酸 残 基 用 绿色 表示 ; 参与 一 10 
框 解 链 并 与 非 模板 链 结合 的 氨基 酸 残 基 用 黄 绿色 
表示 。 一 10 框 DNA 为 黄色 ,延伸 的 一 10 HE 
DNA 序 为 红色 。 非 模板 链 的 3' 端 标记 为 3'nt。 
在 与 DNA 结合 过 程 中 起 重要 作用 的 特异 氨基 酸 
侧 链 也 已 标注 。 右 下 角 小 图 中 方 框 显示 放大 结构 
在 RF 复合 体 中 的 位 置 。(Source; Murakami et 
al., Science 296; p.1288. © 2002 by the 
AAAS. ) 


氨基 酸 残 基 有 助 于 对 启动 子 一 35 框 的 结合 ， 但 令 人 
奇怪 的 是 ，RF 结构 并 不 能 证 实 这 些 发 现 。 特 别 是 
一 35 框 与 ?相距 约 6A， 而 且 DNA 没有 为 必要 的 
相互 作用 而 弯曲 ， 仍 呈 直 线 状态 。 因 为 有 关 一 35 HE 
与 ;相互 作用 的 证 据 如 此 充分 ， 所 以 Darst 及 同事 
需要 解释 为 什么 他 们 获得 的 晶体 结构 并 没有 表现 出 
这 些 相互 作用 的 特征 ? 研究 者 认为 ，RF 结构 的 一 35 
框 DNA 因 品 体 堆积 力 而 被 推敲 了 正常 位 置 ， 这 提 
示 我 们 晶体 堆积 力 使 分 子 或 复合 体 在 晶体 中 的 形态 
不 一 定 与 其 在 体内 的 形状 相同 。 

基于 RF 结构 和 其 他 方面 的 证 据 ，Darst 及 同事 
提出 了 图 6. 43a 所 示 的 模型 解释 从 闭合 启动 子 复 
合体 向 开放 启动 子 复合 体 的 转换 ， 研 究 者 也 提出 了 
e@ CTD 结合 UP 元 件 的 假定 位 置 。 在 RPc 中 未 解 链 
的 DNA 约 从 一 20 位 置 处 直到 下 游 未 端的 一 段 区 域 
呈 直 线 状态 ; 但 正 像 体 内 必须 弯曲 一 样 ，DNA 一 定 
ARES, MTR RP 复合 体 那样 ， 产 生 周期 性 
DNase 敏感 性 。 

此 外 ， 就 RP, 复合 体 而 言 ， 一 10 #2 DNA 已 解 
链 ， 可 观察 到 部 分 非 模板 链 。 图 6. 43b 是 RP, 复合 


体 的 部 分 放大 图 ， 主 要 侧重 于 核心 启动 子 -聚合 酶 相 
互 作用 、 转 录 泡 和 下 游 DNA。 值 得 注意 的 是 ， 突 出 
于 8' 亚 基 表 面 、 指 向 B 亚 基 的 B A (rudder) 已 从 
此 图 中 移 除 ， 这 个 蛋白 质 片段 跨越 B 与 B' 亚 基 之 间 
的 颖 阶 ， 以 及 分 开 的 两 条 单 链 间 的 缝 险 ， 有 效 阻止 
DNA 的 复 性 。 

Darst 及 同事 还 有 其 他 人 员 的 研究 结果 表明 ， 在 
活性 中 心 只 有 一 个 Mg**， 但 是 我 们 认为 所 有 DNA 
聚合 酶 和 RNA 聚合 酶 所 采用 的 机 制 都 需要 2 个 
Mg’* 。 为 此 ，Dmitry Vassylyev 及 同事 测定 了 分 辨 
率 为 2. 6A 的 T. thermophilus 聚合 酶 晶体 结构 ， 非 
对 称 晶体 包含 有 2 个 聚合 酶 ， 其 中 一 个 聚合 酶 含有 
1 个 Mg + ， 另 一 个 聚合 酶 有 2 个 Mg**， 后 者 可 能 
是 RNA 聚合 酶 参与 RNA 合成 的 形式 。 这 两 个 
Mg” 为 相同 的 3 个 天 冬 氨 酸 侧 链 所 拥有 ， 该 侧 链 已 
结合 单个 Mg** ， 在 这 互 作 网 络 中 ， 需 要 邻近 水 分 
子 的 参与 。 

小 结 ”模拟 开放 启动 子 复 合体 特征 的 
T. thermophilus 全 酶 -DNA 复合 体 的 晶体 结构 揭 
示 了 以 下 情况 。 第 一 ，DNA 主要 结合 在 o 亚 基 
上 ， 这 是 启动 子 与 DNA 之 间 最 为 重要 的 相互 作 
用 ; 第 二 ， 预 测 的 中 :区 氨基 酸 与 启动 子 一 10 HE 
的 相互 作 几 确实 存在 ; 第 三 ， 推 测 有 3 个 高 度 保 
守 的 芳香 族 氨 基 酸 参与 了 启动 子 解 链 过 程 ， 事 实 
上 ,这 3 个 氨基 酸 确实 位 于 有 助 利于 执行 这 一 功 
能 的 位 置 上 ; 第 四 ， 预 测 o 亚 基 的 2 个 固定 碱 性 
氨基 酸 参与 结合 DNA， 事 实 上 ， 这 2 个 氨基 酸 确 
实 位 于 有 助 于 执行 这 一 功能 的 位 置 上 。 高 分 辩 率 
的 晶体 结构 显示 ， 诊 合 酶 含有 2 个 Me, SB 
测 的 催化 机 制 相 一 致 。 

延伸 的 拓扑 学 “ 当 核心 酶 沿 着 DNA 模板 移动 
时 ， 能 否 维持 转录 起 始 所 产生 的 局 部 解 链 区? 常识 
告诉 我 们 ， 核 心 酶 应 该 维持 局 部 解 链 区 的 存在 ， 有 
BIF RNA 育 合 酶 阅读 模板 链 上 的 碱 基 ， 从 而 将 正 
确 的 核 苷 酸 加 入 到 正在 延伸 的 转录 物 上 。 实 验 结果 
证 明 情况 确实 如 此 。Jean-Marie Saucier 和 James 
Wang HA MIA DIFF BF MA, WR 
合 酶 在 延伸 RNA 链 时 能 沿 DNA 向 下 移动 。 结 果 发 
现 ， 在 延伸 过 程 中 能 够 保持 相同 的 熔 解 程度 ， 而 且 ， 
聚合 酶 -DNA 复合 体 的 晶体 结构 清楚 地 显示 ，DNA 
的 两 条 链 从 全 酶 中 两 条 分 开 的 通道 穿 过 ， 由 此 推测 
在 延伸 过 程 中 核心 酶 会 维持 这 一 状态 。 

本 章 介 绍 的 转录 模型 其 静态 特征 会 引起 某 种 误 
导 。 如 果 将 转录 看 做 是 一 个 动态 过 程 ， 我 们 就 可 观 
察 到 DNA 双 螺 旋 会 在 移动 的 “转录 泡 ” 前 面 解 旋 ， 
而 又 在 “转录 泡 ” 的 后 面 重新 缔 合 。 从 理论 上 讲 ， 
RNA 聚合 酶 能 以 两 种 方式 完成 此 过 程 ， 如 图 6. 44 
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图 6.43 DNA 从 一 60 位 至 十 25 位 间 的 序列 与 全 酶 的 结合 模型 。(a) 从 闭合 启动 子 复合 体 到 开放 启动 子 


复合 体 的 转换 。 注 意 由 于 上 游 DNA 弯曲 引起 的 DNasel 超 敏 位 点 ， 还 应 注意 RP, 中 DNA 在 下 游 解 链 。 
(b) 在 开放 启动 子 复合 体 的 转录 泡 内 ，DNA- 蛋 白质 相互 作用 的 放大 示意 图 。R 亚 基 的 大 部 分 没有 出 现 
在 示意 图 中 ， 以 便 观察 RP。 中 DNA 解 链 情况 ， 用 青色 线条 勾勒 出 了 B 亚 基 缺 失 部 分 的 轮廓 。 活 性 位 点 
以 Mgt RR, RNA 转录 物 的 第 一 和 第 二 个 残 基 的 原子 分 别 用 i 和 i 十 1 表示 。 红 色 原子 表示 模板 链 的 
十 1 位 核 苷 酸 ， 用 十 lt 标注 ， 用 十 lnt 代表 非 模板 链 的 十 1 位 核 苷 酸 ， 转 录 泡 内 的 模板 链 和 非 模板 链 用 
两 条 管线 代表 。B' 亚 基 的 能 位 于 解 链 的 模板 链 与 非 模板 链 之 间 。 (Source: Murakami et al. ，Sclience 


296: p. 1288. © 2002 by the AAAS, ) 


所 示 。 方 式 之 一 是 在 转录 过 程 中 ， 聚 合 酶 和 正在 生 
长 的 RNA 链 围绕 DNA 模板 旋转 ， 而 双 螺 旋 DNA 
处 于 正常 的 扭曲 状态 (图 6. 44a) 。 这 种 方式 虽然 能 
使 DNA 不 发 生 任何 扭曲 ， 但 需要 大 量 的 能 量 ， 以 
便 使 聚合 酶 能 够 不 断 地 旋转 ， 然 后 核心 酶 脱离 转录 
本 ， 使 转录 物 不 得 不 缠绕 在 DNA 模板 上 ， 再 由 未 
知 的 酶 解 离 。 

另 一 种 可 能 是 聚合 酶 直线 移动 ， 前 面 的 模板 
DNA 朝 一 个 方向 旋转 使 双 链 解 开 ， 后面 的 模板 

+ 138 + 


DNA 以 相反 的 方向 旋转 重新 形成 双 螺 旋 〈 图 
6. 44b). 但 是 ， 这 种 旋转 会 在 DNA 分 子 中 引入 张 
力 。 为 形象 地 说 明 这 个 问题 ， 想 象 一 下 电话 线 的 解 
旋 或 者 如 果 有 电话 线 你 不 妨 试 一 试 。 你 可 以 感受 到 
(或 想象 到 ) 因 电 话 线 不 断 解 旋 而 遇 到 的 阻力 ， 而 
且 ， 如 果 试图 将 电话 线 缠绕 得 比 其 自然 状态 更 紧 时 ， 
也 会 感到 阻力 。 确实， 在 解 链 区 一 端 DNA 的 重 旋 
会 产生 反 向 的 补偿 性 扭曲 而 使 男 一 端 解 旋 ， 但 是 位 
于 两 端 间 的 聚合 酶 使 这 种 补偿 不 能 通过 解 链 区 传递 ， 


图 6.44 AME DNA 转录 拓扑 学 的 两 种 假 
Bio (a) RNA RAM CREE) 绕 双 螺旋 DNA 
链 旋 转向 前 移动 ， 如 黄色 箭头 所 示 ， 避 免 使 
DNA 分 子 产 生 张 力 , 但 RNA 产物 (红色 ) 也 
必须 绕 DNA 模板 旋转 。(b) 如 黄色 箭头 所 指 ， 
RNA REM HRB A, BH RNA 产物 〈 红 
E) 绕 DNA 模板 旋转 ,但 这 要 求 随 着 聚合 酶 
的 迁移 ， 前 方 的 DNA 双 螺 旋 解 旋 ， 后方 的 单 
链 DNA 重新 缔 合 成 双 螺 旋 结构 ， 如 绿色 箭头 
所 指 。 由 此 引入 的 张力 必须 由 拓扑 异 构 栈 释放。 


而 且 环 状 染色 体 DNA 的 长 跨度 也 隔离 了 解 链 区 的 
两 端 使 其 不 能 互相 补偿 。 

所 以 ， 如 果 第 二 种 延伸 机 制 正 确 有 效 ， 我 们 就 
必须 解释 因 DNA 解 旋 而 产生 的 张力 应 如 何 释放 。 
在 第 20 章 讨 论 DNA 复制 将 了 解 到 ， 拓 扑 异 构 酶 
(topoisomerase) 能 够 引起 DNA 链 的 瞬间 断裂 ， 从 
而 释放 这 种 张力 。 我 们 还 会 看 到 双 螺旋 DNA 扭曲 
产生 的 张力 会 引起 螺旋 的 缠绕 ， 如 同 扭曲 的 橡皮 筋 ， 
这 个 过 程 称 为 超 螺旋 化 〈supercoiling) ， 超 螺旋 化 的 
DNA 称 为 超 螺 旋 〈supercoil 或 superhelix) 。 因 聚合 
酶 前 行 而 产生 的 解 旋 会 引起 解 旋 区 前 方 的 DNA 发 
生 补偿 性 过 旋 (compensating overwinding) (补偿 性 
过 旋 是 指使 缠绕 的 电话 线 解 旋 变 得 困难 的 旋转 ) 。 习 
惯 上 ， 由 过 旋 产 生 的 超 螺 旋 称 为 正 超 螺 旋 (positive 
supercoil) 。 因 此 ， 在 前 行 聚合 酶 前 方 会 产生 正 超 螺 
旋 ， 相 反 ， 在 前 行 聚 合 酶 后 方 会 产生 负 超 螺旋 
(negative supercoil) 。 该 转录 模型 的 直接 证 据 来 自 拓 
扑 异 构 酶 突变 体 ， 该 突变 体 不 能 释放 超 螺旋 。 如 果 
突变 体 不 能 释放 正 超 螺旋 ， 那 么 正 超 螺旋 就 会 在 正 
被 转录 的 DNA 分 子 中 积累 。 此 外 ， 不 能 释放 超 螺 
旋 的 拓扑 异 构 酶 突变 体 在 转录 过 程 会 积聚 负 超 螺旋 。 

小 结 ” 当 RNA RAN DNA 模板 移动 时 ， 
转录 延伸 涉及 核 苷 酸 的 多 依 化 : (ERA RA EY 
移动 ， 它 会 使 DNA 模板 维持 一 段 短 的 解 链 区 。 
前 行 聚合 酶 前 方 的 DNA 解 旋 ， 而 RNA 聚合 酶 后 
面 的 DNA 又 重新 聚合 ， 由 此 在 DNA 分 于 上 上 引入 
的 张力 通过 拓扑 异 构 酶 加 以 释放 。 


暂停 与 校正 ”延伸 过 程 并 非 始 终 如 一 ， 在 RNA 
链 延 伸 过 程 中 ， 聚 合 酶 时 常 发 生 暂时 停顿 ， 有 时 还 
会 倒退 。 在 21C 和 lmmol/L NTP 的 体外 条 件 下 ， 
细菌 系统 的 暂停 时 间 非 常 短暂 ， 通 常 只 有 1 一 6s， 
但 多 次 重复 性 暂停 会 大 大 延缓 转录 的 整体 速率 。 暂 
停 具 有 重要 的 生理 学 意义 ， 至 少 有 两 方面 的 原因 ， 
首先 ， 使 较 慢 的 翻译 过 程 能 够 与 转录 过 程 保持 步调 
一 致 ， 如 果 翻 译 失 败 ， 那 么 暂停 对 于 衰减 作用 (第 
7 章 )、 流 产 性 转录 等 十 分 重要 ; 其 次 ， 暂 停 是 转录 
终止 的 第 一 步 ， 相 关内 容 将 在 本 章 后 面 介 绍 。 

有 时 ， 诊 合 酶 会 发 生 倒 退 ， 使 生长 的 转录 物 3 
端 伸 出 酶 的 活性 位 点 ， 这 不 仅仅 是 一 个 放大 的 暂停 
过 程 。 首 先 ， 该 过 程 持续 时 间 超过 20s， 直 至 变 为 
不 可 逆转 的 停止 。 其 二 ， 该 过 程 只 在 特定 条 件 下 发 
生 ， 即 核酸 浓度 很 低 或 聚合 酶 将 错误 的 核 苷 酸 加 
入 到 生长 的 RNA 链 中 。 就 后 一 种 情况 而 言 ， 倒 退 
是 校正 过 程 的 一 部 分 ， 这 需要 辅助 蛋白 GreA 和 
GreB 激 活 聚 合 酶 固有 的 RNase 活性 ， 切 除 生长 
RNA 链 的 末端 ， 去 除 错 配 的 核 苷 酸 ， 重 新 恢复 转 
录 。GreA 切割 后 产生 长 度 为 2~3nt 的 短 RNA 末端 
片段 ， 能 够 阻止 但 不 能 逆转 转录 停止 ，GreB 切割 后 
产生 长 度 达 18nt 的 RNA 末端 片段 ， 能 够 逆转 转录 
停止 。 我 们 将 在 第 11 章 详尽 讨论 真 核 生物 的 类 似 校 
正 机 制 。 


65 转录 的 终止 


当 RNA 聚合 酶 到 达 基 因 末端 的 终止 子 (termi- 
nator) 时 ， 就 从 DNA 模板 上 脱离 ， 释 放出 RNA 
$E. E. coli 细胞 内 有 两 类 数目 大 致 相同 的 终止 子 。 
第 一 类 称 为 内 源 性 终止 子 (intrinsic terminator), 无 
需 其 他 蛋白 质 的 帮助 自身 就 能 与 RNA 聚合 酶 发 生 
作用 ; 第 二 类 终止 子 依赖 于 辅助 因子 tho〈p)， 称 为 
tho 依赖 型 终止 子 。 下 面 来 了 解 一 下 这 两 种 系统 的 
转录 终止 机 制 ， 首 先 从 较为 简单 的 内 源 性 终止 子 
开始 。 


rho 非 依赖 型 终止 


rho 非 依赖 型 (rho-independent) 终止 或 内 源 性 
终止 依赖 于 终止 子 序列 中 的 两 个 元 件 ， 反 向 重复 序 
列 、 紧 随 其 后 的 一 段 在 基因 非 模板 链 上 富 仿 T 碱 基 
的 序列 。 在 本 节 后 面 ， 我 们 将 学 习 一 个 依赖 于 RNA 
转录 物 中 “发 夹 ”结构 的 终止 模型 ， 该 发 夹 结构 由 
RNA 转录 物 中 反 向 重复 序列 形成 。 在 学 习 该 模型 之 
前 , 我们 首先 了 解 反 向 重复 序列 是 如 何 使 转录 物 形 
成 发 夹 结构 的 。 
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反 向 重复 序列 与 发 夹 结构 ”设想 有 以 下 重复 
序列 : 
5'-TACGAAGTTCGTA-3' 
3'-ATGCTTCAAGCAT-5' 
该 序列 为 中 心 对 称 ， 其 中 心 用 圆 点 标 出 。 如 果 
在 纸 平面 内 将 序列 旋转 180"， 并 总 是 按 5 — 3 方向 
从 左 向 右 阅读 ， 则 阅读 出 的 序列 没有 任何 改变 。 其 
转录 物 序列 为 : 
UACGAA GUUCGUA. 
它 围绕 其 中 心 〈 下 画 线 G) 自身 互补 ， 即 自身 
互补 碱 基 能 够 配对 形成 下 列 发 夹 结构 ， 
U.A 


由 于 受 RNA 转角 的 物理 限制 ， 位 于 发 夹 顶端 
的 A 和 不 能 形成 碱 基 对 。 

内 源 性 终止 子 的 结构 E.coli trp 操纵 子 〈 第 
7 章 ) 含有 一 段 称 为 训 减 子 (attenuator) 的 DNA 
序列 ， 可 引起 转录 提前 终止 。trp RMF AST 
元 件 (一段 反 向 重复 序列 和 位 于 非 模板 链 上 富 含 人 
序列 )， 可 能 是 内 源 性 终止 子 的 关键 部 分 。 因 此 ， 
Peggy Farnham 和 Terry Platt 将 衰减 作用 作为 正常 
终止 的 实验 模型 。 

trp 衰减 子 的 反 向 重复 序列 并 不 完美 , 但 其 长 
度 仍 可 能 达到 8bp， 其 中 7 个 为 强 G-C ME, G 
和 C 通 过 3 个 氨 键 而 形成 碱 基 对 。 反 向 重复 序列 形 
成 的 发 夹 结构 如 右 : 


衰减 子 发 挥 功能 : 
(a) 


RRT 
Pa [> 


U 


值得 注意 的 是 ，U-U 和 A-A 不 能 形成 碱 基 对 ， 
故 在 发 夹 结构 底部 形成 一 个 小 环 。 此 外 ， 茎 右 侧 的 
一 个 A 被 环 出 (loop out), WK 8bp 而 不 是 7bp， 
但 发 夹 结构 仍 能 形成 且 相 对 稳定 。 

Farnham 和 Platt 提出 了 如 下 推理 ， 当 衰减 子 富 
含 工区 被 转录 后 ，DNA 模板 链 的 A 与 RNA 产物 的 
UU 形成 8 个 A-U 碱 基 对 ，rU-dA 碱 基 对 间 结合 非常 
弱 ， 其 熔 解 温度 要 比 rU-rA 或 dT-rA 碱 基 对 的 熔 解 
温度 低 20C。 由 此 ， 当 RNA 聚合 酶 在 终止 子 处 发 
生 暂 停 时， 结合 较 弱 的 rU-dA 碱 基 对 使 RNA 与 
DNA 模板 解 离 ， 导 致 转录 终止 。 

有 什么 证 据 支 持 该 模型 呢 ? 如 果 发 夹 和 成 申 的 
rU-dA 碱 基 对 在 trp 衰减 子 中 确实 很 重要 ， 那 么 我 
们 就 可 以 推测 ， 改 变 碱 基 序列 、 破 坏 任意 一 个 碱 基 
对 都 会 损害 衰减 作用 。Farmham 和 Platt 设计 了 如 图 
6. 45 所 示 的 实验 方案 ， 以 此 在 体外 分 析 衰 减 作用 。 
研究 者 首先 在 体外 转录 含 trp 套 减 子 序列 的 Hpall 
限制 酶 酶 切片 段 ， 如 果 存 在 衰减 作用 ， 转 录 就 会 在 
衰减 子 处 发 生 终止 ， 产 生 短 〈140nt) 的 转录 物 ; 如 
果 转 录 未 在 衰减 子 处 终止 ，RNA 聚合 酶 继续 转录 直 
至 片段 的 末端 ， 则 合成 长 度 为 260nt 的 失控 转录 物 。 
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图 6.45 ”衰减 作用 分 析 。(a) 当 含有 trp 启动 子 和 衰减 子 的 DNA 片段 在 衰减 子 发 挥 作用 的 条 
件 下 ，RNA 的 转录 就 会 在 衰减 子 处 停止 ， 产 生长 度 为 140nt 的 转录 物 〈 红 色 )。(b) 在 衰减 子 
不 发 挥 作用 的 条 件 下 ， 同 一 DNA 模板 在 相同 条 件 下 转录 后 ， 形 成 长 度 为 260nt 的 失控 转录 物 
(RE). (O 两 种 不 同 反应 的 转录 物 很 容易 通过 凝 胶 电泳 加 以 区 分 ， 以 此 判断 不 同 条 件 下 衰减 


子 是 否 会 发 挥 功能 。 
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通过 凝 胶 电泳 很 容易 将 这 两 种 转录 产物 分 开 。 

当 研究 者 把 终止 子 非 模板 链 上 由 8 个 工 组 成 的 
串联 序列 更 改 为 TTTTGCAA 时 ， 得 到 突变 体 trp 
al419， 其 衰减 作用 减弱 。 这 与 较 弱 的 rU-dA 碱 基 
对 是 终止 关键 的 假设 相 一 致 ， 因 为 突变 体 中 有 一 半 
rU-dA 碱 基 对 被 结合 更 强 的 碱 基 对 所 取代 ， 引 起 大 
减 作用 的 弱化 。 

此 外 ， 通 过 体外 反应 ， 使 碘 -CTP BEM (CE 
CTP) 取代 正常 的 CTP， 该 突变 效应 可 被 抑制 。 最 
可 能 的 解释 是 ， 一 方面 ，G 与 碘 -C 的 配对 比 G 与 C 
更 强 ， 使 富 含 GC 碱 基 对 的 发 夹 结构 因 TCMP 的 存 
在 而 更 加 稳定 ,该 效应 抵消 了 发 夹 后面 区 域 中 损失 
的 弱 碱 基 对 ;， 另 一 方面 ，GMP RRS 
核 苷 酸 〈inosin monophosphate, IMP) 会 减弱 发 夹 
结构 内 的 碱 基 配对 能 力 ， 因 为 FC 碱 基 对 是 通过 2 
个 氢 键 结合 在 一 起 的 ， 弱 于 通过 3 个 氢 键 结合 在 一 
起 的 GCC 碱 基 对 。 可 以 确信 的 是 ， 在 转录 反应 中 ， 
ITP 取代 GTP 后 可 减弱 衰减 子 的 终止 作用 。 因 此 ， 
所 有 这 些 效应 都 与 如 下 假设 相 一 致 : 转录 物 的 发 夹 
结构 和 一 连 串 U 都 对 转录 终止 十 分 重要 ， 然 而 ， 研 
究 者 未 能 分 辨 这 些 RNA 元 件 在 转录 暂停 和 终止 中 
的 作用 。 

小 结 “以 trp 训 减 子 为 终止 子 模型 ，Farn- 
ham 和 Platt 发 现 内 源 性 终止 子 有 两 个 重要 特征 : 
D 使 转录 物 末 端 形成 发 来 结构 的 反 向 重复 序列 ; 
@ 非 模板 链 上 的 一 串 U， 通 过 形成 一 串 较 弱 的 
rU-dA 碱 基 对 而 将 DNA 模板 与 RNA 产物 结合 在 
一 起 。 

终止 模型 ”关于 发 夹 结构 和 串联 rU-dA 碱 基 对 
在 转录 终止 中 的 作用 机 制 有 几 个 假说 。 有 两 条 重要 
的 线索 可 以 帮助 我 们 缩小 假设 的 范围 。 第 一 ， 发 夹 
结构 使 人 为 停止 (不 在 rU-dA 碱 基 对 处 ) 的 延伸 复 
合体 不 稳定 ; 第 二 ， 缺 失 一 半 重 复 序列 的 终止 子 即 
使 未 能 形成 发 夹 结构 ， 仍 能 使 转录 在 串联 的 rU-dA 
碱 基 对 处 停止 。 由 此 推导 出 如 下 一 般 性 假设 : rU- 
dA 碱 基 对 引起 RNA 聚合 酶 的 停顿 ， 为 发 夹 结构 的 
形成 提供 了 可 能 ， 而 发 夹 结构 的 形成 又 使 得 DNA 
模板 与 RNA 产物 间 原 本 就 较 弱 的 rU-dA 碱 基 配 对 
变 得 更 加 不 稳定 。 稳 定性 降低 的 结果 是 导致 RNA 
与 模板 分 离 ， 转 录 终止 。 

1999 Æ, W.S. Yarnell 和 Jeffrey Roberts 对 这 
一 假设 提出 了 改进 ， 如 图 6. 46 所 示 。 该 模型 提出 ， 
当 RNA 聚合 酶 在 终止 子 处 发 生 停顿 时 ，RNA 退出 
聚合 酶 的 活性 位 点 。 可 能 的 原因 可 能 是 由 于 新 形成 
的 发 夹 结构 的 帮助 而 将 RNA 牵引 出 聚合 酶 ， 也 可 
能 是 由 于 RNA 聚合 酶 继续 向 下 游 移动 但 并 不 延伸 
RNA 产物 ， 从 而 将 RAN 甩 在 其 后 。 为 了 证 实 他 们 


图 6.46 内 源 性 终止 子 的 终止 模型 。 (a) 
RNA 聚合 酶 在 连续 排列 的 弱 rU-dA 碱 基 对 处 
停顿 ，RNA 链 在 rU-dA 碱 基 对 的 上 游 开始 形 
成 发 夹 结构 。 (bD 当 发 夹 结构 形成 后 ， 进 一 
步 降低 了 RNA-DNA 杂交 分 子 的 稳定 性 。 不 
稳定 性 表现 为 以 下 几 种 形式 ， 发 来 结构 的 形 
成 使 转录 产物 退出 RNA 聚合 酶 ， 引 发 转录 泡 
的 解体 ; 或 相反 ， 发 夹 结构 的 形成 使 转录 泡 
解体 , 使 RNA 从 杂 合 分 子 中 释放 出 来 。〈c) 
RNA 产物 与 聚合 酶 完全 从 DNA 模板 上 解 离 
下 来 ， 转 录 终 止 。 


的 假设 ，Yarnell 和 Roberts 在 实验 中 使 用 的 DNA 
模板 含有 两 个 突变 终止 子 〈AtR2 和 At82)， 位 于 强 
启动 子 的 下 游 。 这 些 终止 子 在 非 模板 链 上 有 富 含 工 
的 区 域 ， 但 只 有 一 半 的 反 向 重复 序列 ， 因 而 也 就 不 
能 形成 发 夹 结构 。 为 补偿 发 夹 结构 的 功能 ， 研 究 者 
向 反应 体系 中 添加 了 能 与 留存 的 半 反 向 重复 序列 互 
-mie 
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转录 本 进行 碱 基 互 补 配对 ， 从 而 恢复 发 夹 结构 的 
功能 。 

为 检验 这 一 设想 ， 研 究 者 将 模板 吸附 在 磁 珠 上 ， 
从 而 可 以 方便 地 从 复合 物 中 除去 模板 。 在 适宜 赛 核 
苷 酸 存在 或 不 存在 条 件 下 ， 用 E.coli RNA RAM 
体外 合成 标记 RNA， 最 后 ， 通 过 磁性 吸附 除去 模 
板 ， 获 得 沉淀 ， 对 沉淀 和 上 清 液 进行 电泳 ， 放 射 自 
显影 检测 RNA 片段 。 

图 6. 47 显示 了 实验 结果 。 泳 道 1 一 6 RRB 
酸 ， 因 此 只 有 少量 不 完整 的 RNA 产物 被 释放 到 上 
清 液 中 〈 泳 道 1、3、5 AH AtR2 和 At82 标记 条 
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带 )。 然 而 ， 在 两 个 终止 子 处 确实 发 生 了 停顿 ， 特 别 
是 短 时 间 的 停顿 ( 泳 道 >、4、6 中 出 现 较 强 条 带 )， 
这 明显 表明 停顿 无 需 发 夹 的 参与 ， 尽 管 发 夹 对 于 转 
录 本 的 有 效 释放 是 必需 的 。 在 泳 道 ?一 9 中 ，Yarnell 
和 Roberts AFH 019) 互补 AIR2 终止 子 留 
存 的 下 游 半 反 向 重复 序列 ， 显 然 ， 如 放射 自 显影 结 
果 所 示 ， 该 寒 核 苷 酸 促进 了 在 突变 终止 子 处 发 生 的 
终止 ， 黑 色 条 带 表 示 释 放 到 上 清 液 中 的 标记 RNA, 
该 标记 RNA 的 大 小 与 在 野生 型 终止 子 处 释放 出 的 
RNA 的 大 小 完全 相同 。 另 外 ， 利 用 与 At82 终止 子 
中 留存 的 下 游 半 反 向 重复 序列 互补 的 赛 核 苷 酸 
(118) 也 得 到 了 类 似 的 结果 。 
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图 6.47 亡 核 苷 酸 与 突变 终止 子 的 互补 使 转录 物 从 延伸 复合 体 中 释放 出 来 。(a) 实验 中 所 用 模板 示意 图 。 
强 启动 子 下 游 有 两 个 突变 终止 子 AtR2 和 At82。 两 个 终止 子 的 正常 终止 位 点 用 细 下 划 线 标 出 ， 粗 线 所 示 
区 域 与 寡 核 昔 酸 119 和 t18 互补 ， 右 向 箭头 表示 突变 终止 子 中 保留 的 半 反 向 重复 序列 ， 圆 点 表示 t19H1 
SRR SRE, Ey DNA 模板 的 补偿 性 突变 。 吸 附 到 磁 珠 上 DNA 模板 通过 离心 很 容易 从 溶液 中 
ER. (b) 实验 结果 。Yarnell 和 Roberts 以 图 (a) 所 示 模板 合成 标记 RNA， 泳 道 1~6、15 和 16 EH 
核 苷 酸 ， 泳 道 ?一 9 有 t19 ERIM; 泳 道 10~12 有 t18 MAEM, 瀛 道 13~14 有 t19H1 REHM. He 
图 底部 所 示 时 间 进 行 转录 ， 然 后 离心 除去 模板 和 及 所 吸附 的 RNA， 对 沉淀 (P) REW (O (底部 标示 ) 
中 的 标记 RNA 进行 电泳 和 放射 自 显影 ， 失 控 转 录 物 及 在 终止 子 AtR2 和 At82 处 终止 的 转录 物 的 位 置 如 
图 左 侧 所 示 。(Source: (ab) Yarnell, W. S. and Roberts, J. W. Mechanism of intrinsic transcription termi- 
nation and antitermination。 Science 284 (23 April 1999) 611-12. © AAAS, ) 
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为 进一步 验证 赛 核 苷 酸 与 半 反 向 重复 序列 之 间 
碱 基 配 对 的 重要 性 ， 研 究 者 将 寡 核 背 酸 t19 中 的 一 
NMRA TIS BIS A BR t19H1。 泳 道 13 ER, 
赛 核 苷 酸 的 这 一 改变 引起 了 AR? 终止 作用 的 显著 
降低 。 然 后 对 AtR2 进行 补偿 突变 ， 再 次 检验 
t9Hl 的 作用 。 泳 道 14 显示 补偿 突变 恢复 了 AtR2 
的 强 终止 作用 ， 由 于 该 模板 含有 野生 型 At82 终止 
子 ， 所 以 ， 也 有 大 量 终止 在 此 发 生 。 泳 道 15 和 16 
是 无 寡 核 苷 酸 t19H1 的 负 对 照 。 正 如 预期 的 那样 ， 
在 终止 子 AIR2 处 很 少 发 生 终止 。 

综 上 所 述 ， 这 些 研究 结果 表明 ， 发 夹 结构 本 身 
并 不 是 终止 所 必需 的 ， 转 录 产 物 与 下 游 半 重复 序列 
之 间 的 碱 基 配 对 是 发 生 终止 所 必需 的 ， 通 过 这 种 碱 
基 配 对 来 破坏 RNA-DNA 杂 合 分 子 的 稳定 性 。 而 
A, 如 果 人 为 地 使 转录 过 程 缓慢 进行 ,那么 ， 富 含 
了 的 区 域 也 不 是 必需 的 。Yarnell 和 Roberts 使 聚合 
酶 停留 在 一 个 既 不 位 于 反 向 重复 序列 也 不 位 于 富 含 
工区 域内 的 位 点 处 ， 通 过 洗 除 核 苷 酸 而 确保 聚合 酶 
停留 在 此 位 点 。 然 后 ， 研 究 者 向 反应 体系 中 加 入 能 
与 人 为 停留 位 点 上 游 序列 杂交 的 赛 核 苷 酸 ， 在 这 些 
条 件 下 ， 观 察 初生 RNA 的 释放 。 

NusA 蛋白 也 能 促进 终止 ， 该 蛋白 质 能 够 促进 
发 夹 结构 在 终止 子 处 形成 。2001 年 ，Ivan Gusarow 
和 Evgeny Nudler 指出 了 这 个 模型 的 实质 : 转录 本 
在 形成 发 夹 结构 序列 的 上 游 具 有 部 分 核心 聚合 酶 的 
结合 位 点 ， 即 上 游 结 合 位 点 Cupstream binding site, 
UBS)， 当 RNA 聚合 酶 与 UBS 结合 后 ， 会 减缓 发 夹 
结构 的 形成 ， 不 利于 转录 终止 。 而 NusA 蛋白 能 够 
松弛 RNA 聚合 酶 与 UBS 间 的 结合 ， 因 此 ，NusA 
蛋白 促进 发 夹 结构 的 形成 ， 因 而 也 就 具有 促进 转录 
终止 的 功能 。 在 第 8 章 中 ， 我 们 将 详细 讨论 NusA 
蛋白 及 其 发 挥 功能 的 模式 ， 了 解 上 述 模型 的 证 据 。 

小 结 ”细菌 终止 子 的 特性 使 其 具有 两 方面 的 
EH: O 某 种 方式 的 碱 基 配 对 会 降低 RNA-DNA 
杂 合 分 子 的 稳定 性 ; 四 并 由 此 引起 转录 停顿 。 正 
常 的 内 源 性 终止 子 通过 在 转录 物 内 形成 发 夹 而 满 
足 第 一 个 条 件 , 通过 在 发 夹 下 游 形 成 一 连 串 的 U 
而 满足 第 二 个 条 件 。 


rho 依赖 型 终止 


Jeffrey Roberts 发 现 蛋 白质 rho 能 显著 降低 
RNA 聚合 酶 体外 转录 某 些 噬菌体 DNA 的 能 力 ， 抑 
制 的 结果 导致 转录 终止 。rho 无 论 何 时 引发 转录 终 
JE, RNA 聚合 酶 都 必须 重新 起 始 转录 ， 由 于 转录 起 
始 是 一 个 耗 时 过 程 ， 因 此 发 生 的 净 转 录 (net trans- 
cription) 很 少 。 为 确定 rho 蛋白 是 一 个 真正 的 终止 
因子 ，Roberts 开展 了 以 下 实验 。 


rho 影响 链 的 延伸 但 不 影响 起 始 ”如 同 Travers 
和 Burgess 用 [yP] ATP 和 [*C] ATP 分别 检 
测 RNA 合成 的 起 始 和 总 RNA 的 合成 一 样 ，Roberts 
用 [y*P] GTP 和 CH] UTP 进行 相同 目的 的 实 
验 。 在 逐渐 增加 rho 浓度 的 情况 下 ，Roberts 用 这 两 
种 核 苷 酸 进行 体外 转录 反应 ， 图 6. 48 是 实验 结果 。 
可 以 看 到 rho 对 转录 起 始 几乎 没有 影响 ， 如 果 有 影 
响 ， 则 转录 的 起 始 速率 就 会 上 升 ， 但 rho 却 引起 总 
RNA 合成 的 显著 下 降 。 这 与 rho 因子 终止 转录 、 重 
新 启动 耗 时 的 起 始 过 程 的 观点 一 致 。 这 一 假说 推测 
tho 会 引起 较 短 转录 物 的 合成 。 
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图 6. 48 rho 能 降低 RNA 合成 的 净 合 成 率 。 在 不 
断 增加 rho 因子 浓度 条 件 下 ，Roberts 用 E. coli 
RNA 聚合 酶 转录 A 噬菌体 DNA, 用 Cy” P] 
GTP 检测 转录 起 始 〈 红 色 )， 用 [PH] UTP 检测 
转录 延伸 GRE). Rho 因子 降低 了 转录 延伸 的 速 
率 , 但 不 影响 转录 起 始 。(Source; Adapted from 
Roberts, J. W. Termination factor for RNA syn- 
thesis, Nature 224: 1168-74, 1969. ) 


rho 引起 短 转录 物 的 合成 ”用 凝 胶 电泳 或 1969 
年 Roberts 在 实验 中 使 用 的 超速 离心 法 可 相对 容易 
地 测定 RNA 转录 物 的 大 小 ， 但 只 根据 短 转录 物 的 
存在 还 不 足以 得 出 rho 引起 转录 终止 的 结论 ， 因 为 
tho 也 许 只 是 一 种 RNase， 可 将 长 的 转录 物 切割 成 短 
片段 。 

为 排除 rho 只 有 核酸 酶 活性 的 可 能 性 ，Roberts 
首先 在 无 rho 情况 下 用 ? H 标记 和 RNA， 然 后 将 相对 
较 大 的 RNA 片段 加 入 到 含 rho 的 新 反应 体系 中 ， 
“C-UTP 作为 标记 RNA 前 体 。 最 后 用 超速 离心 法 
测量 “C- 和 ?HH- 标 记 的 入 RNA 的 大 小 。 图 6. 49 显示 
了 研究 结果 。 连 续 曲 线 显示 :H- RNA 没有 区 别 ， 即 
使 在 第 二 个 反应 中 与 rho RFRA, HK 
有 变化 ， 说 明 rho 没有 核酸 酶 活性 。 但是， 在 rho 
存在 情况 下 合成 的 *C-RNA (图 6. 49b 中 的 红色 曲 
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线 ) 明显 短 于 无 rho 时 合成 的 *C-RNA。 所 以 ，rho 


能 够 引起 较 短 RNA 的 合成 ， 再 次 证 明了 rho 在 转录 
终止 中 的 作用 。 没 有 rho 因子 ， 转 录 物 会 延伸 到 非 
正常 的 长 度 。 
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图 6.49 rho 因子 能 够 降低 RNA 产物 的 大 小 。 
(a) 在 rho 因子 不 存在 的 条 件 下 ，Roberts 用 
E. coli RNA RAMPER A DNA， 反 应 体系 中 
添加 [H] UTP， 以 标记 RNA 产物 。 反 应 结 
东 后 ， 进 行 超速 离心 ， 使 产物 依据 其 大 小 而 分 
离 。Roberts 收集 离心 管 底部 的 片段 ， 在 图 左 
W, KERK RNA 产物 其 放射 性 强度 较 低 。 
(b) 在 rho 因子 存在 的 条 件 下 ，Roberts 用 
E. coli RNA 聚合 酶 转录 A DNA， 反 应 体系 中 
添加 [*C] UTP， 以 标记 RNA 产物 。 同 时 添 
加 (a) 实验 中 获得 的 CH] UTP 标记 的 
RNA 产物 。 反 应 结束 后 ， 进 行 超速 离心 ， 使 
产物 依据 其 大 小 而 分 离 。 在 rho 因子 存在 的 条 
件 下 ,*C 标 记 的 RNA 产物 (红色 ) 其 条 带 靠 
近 离 心 管 的 顶部 〈 右 侧 )， 其 长 度 相 对 较 小 。 
在 rho 因子 不 存在 条 件 下 ， 获 得 的 ?3H 标记 的 
RNA 产物 〈 蓝 色 ) 其 长 度 相对 较 大 ， 且 没有 
发 生 任何 变化 。 结 果 证 明 : rho 对 已 合成 的 
RNA 的 长 度 不 会 产生 影响 ， 但 它 能 使 正在 合 
成 的 转录 物 的 长 度 缩短 。 (Source: Adapted 
from Roberts, J.W. Termination factor for 
RNA synthesis, Nature 224; 1168-74, 1969. ) 
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tho 从 DNA 模板 上 释放 转产 物 “最 后 ，Roberts 
用 超速 离心 法 分 析 了 rho 有 或 无 条 件 下 RNA 产物 的 
沉降 性 质 。 没 有 rho At, RNA 产物 与 DNA 模板 共 
沉淀 (图 6. 50a)， 表 明 该 转录 物 未 从 与 DNA 结合 
的 复合 体 中 释放 。 相 反 ， 有 rho 时 ， 转 录 物 (图 
6. 50b) 的 沉降 速率 很 低 ， 不 与 DNA 模板 共 沉 淀 。 
所 以 ，rho 似乎 能 够 将 RNA 从 DNA 模板 上 释放 出 
来 。 事 实 上 ，rho (希腊 字母 p) 代表 “释放 ”。 
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图 6. 50 rho 因子 从 DNA 模板 上 释放 RNA 产 
物 。 在 图 6.49 所 示 的 相同 实验 条 件 下 ，Ro- 
berts 在 rho 因子 存在 (a) 或 不 存在 (b) 两 种 
情况 下 ， 于 体外 转录 MDNA， 然 后 通过 超速 离 
心 方 法 分 析 :H 标记 的 转录 产物 红色) 是 否 
45 DNA 模板 〈 蓝 色 ) 结合 在 一 起 。(a) 在 rho 
不 存在 时 合成 的 转录 物 会 与 DNA 模板 共 沉淀 ， 
该 复合 体 比 游离 的 DNA 大 ; (b) 在 rho 存在 
时 合成 的 转录 物 不 与 DNA 模板 共 沉淀 ， 其 所 
在 的 位 置 对 应 于 相对 较 小 的 分 子 。 有 rho 因子 
的 转录 能 够 从 DNA 模板 上 释放 出 转录 物 。 
(Source: Adapted from Roberts, J. W. Termi- 
nation factor for RNA synthesis, Nature 224; 
1168-74, 1969. ) 


rho 因子 的 作用 机 制 rho 因子 如 何 执行 其 功 
能 ? 我 们 已 经 知道 o 因子 通过 与 核心 酶 紧密 结合 而 
而 在 RNA 聚合 酶 中 发 挥 作 用 。 因 而 可 以 设想 ，rho 
可 能 以 同样 的 方式 发 挥 作用 。 但 rho 对 RNA RAB 
没有 亲 和 性 。o 是 聚合 酶 全 酶 的 关键 部 分 ， 而 rho 因 
子 不 是 。 

取而代之 的 是 (图 6. 51) ，rho 在 转录 物 终止 位 
点 上 游 的 rho 装载 位 点 (rho loading site) 处 与 转录 
物 结合 ， 该 位 点 长 60 一 100nt， 富 含 胞 喀 啶 残 基 ， 相 
比较 而 言 无 二 级 结构 。 相 同 的 6 个 亚 基 组 成 rho 六 
聚 体 (hexamer)， 每 个 亚 基 均 具有 ATPase 活性 ， 
rho 与 RNA 结合 后 激活 了 其 ATPase 活性 ， 进 而 提 
供 能 量 ， 推 动 rho 六 聚 体 沿 着 5 一 3 方向 移动 ， 追 
赶 RNA RAM. AP RNA 聚合 酶 在 终止 子 处 延 
宕 ， 此 时 转录 物 已 形成 发 夹 结构 ，RNA 聚合 酶 在 终 
止 子 处 的 延宕 使 rho 追赶 上 来 ， 释 放出 转录 物 。 在 
1987 年 ，Terry Platt 及 同事 研究 表明 ，rho 具有 
RNA-DNA 解 旋 酶 活性 。 所 以， 当 rho 与 停留 在 终 
止 子 处 的 RNA 育 合 酶 相 过 后 ， 就 可 在 转录 泡 内 将 
RNA-DNA 解 链 ， 从 而 释放 出 转录 物 ， 实现 转录 


(a) rho 因 子 在 rho 装 载 位 点 与 转录 本 结合 , 追赶 RNA 聚 合 
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(b) 发 卡 结构 形成 , RNA 聚 合 酶 停顿 , rho 因子 追赶 上 来 


图 6.51 rho 依赖 型 终止 模型 。 (a) 当 RNA HK 
合 酶 〈 红 色 ) 还 在 进行 RNA 的 合成 时 ，rho AF 
《绿色 ) 在 rho 装载 位 点 处 与 转录 本 结合 ， 沿 转录 
本 生长 方向 追赶 聚合 酶 。(b) 当 转 录 本 形成 发 夹 
结构 时 ， 引 发 RNA 聚合 酶 的 暂停 ， 为 rho 因子 
追赶 上 聚合 酶 提供 了 机 会 。 (c) rho 因子 的 解 旋 
酶 活性 使 RNA-DNA 双 链 杂 合体 结构 解 离 ， 从 而 
释放 出 转录 本 。 


终止 。 
tho 六 聚 体 如 同一 个 锁 紧 的 垫圈 ， 呈 开 环 状 ， 
末端 具有 分 支 ， 可 允许 生长 的 RNA 链 通 过 开口 进 
ARRIE. rho 的 6 个 亚 基 均 具 有 RNA 结合 位 点 ， 
使 RNA 酶 像 拉链 一 样 从 一 个 亚 基 滑 向 另 一 个 亚 基 。 
小 结 rho 依赖 型 终止 子 含有 反 向 重复 序列 ， 
能 使 转录 物 形成 发 夹 结构 ， 该 类 终止 子 无 成 串 的 
工 。rho 结合 在 正在 生长 的 转录 本 上 ， 当 RNA R 
合 酶 在 发 夹 处 发 生 停顿 时 ，rho 追赶 上 RNA RA 
酶 ， 通 过 使 RNA-DNA 杂交 分 子 解 旋 而 使 转录 本 
从 DNA- 聚 合 酶 复合 体 中 释放 出 来 ， 转 录 终 止 。 


总 结 


& 


RNA 聚合 酶 是 转录 过 程 中 的 催化 剂 。E, coli 的 
RNA 聚合 酶 由 核心 酶 和 o 因子 组 成 ， 核 心 酶 拥有 基 
本 转录 装置 ，o 因子 指导 核心 酶 转录 特异 的 基因 。o 
因子 通过 使 RNA 聚合 酶 全 酶 与 启动 子 紧密 结合 而 
引发 转录 起 始 ， 依 赖 o 因子 的 紧密 结合 需要 在 转录 
起 始 位 点 附近 发 生 DNA 局 部 解 链 ， 解 链 长 度 为 
10 一 17bp， 从 而 形成 开放 启动 子 复 合体 。 由 于 只 能 
指导 全 酶 与 特定 启动 子 的 结合 ， 所 以 o 因子 能 够 选 
择 将 要 被 转录 的 基因 。 转 录 起 始 过 程 持续 到 约 有 Ont 
或 10nt 添加 到 RNA 产物 上 ， 然 后 ，o 因子 或 与 核 
心 酶 解 离 ， 或 松散 地 继续 结合 在 核心 酶 上 ， 核 心 酶 
转变 为 延伸 特异 性 构象 ， 离 开启 动 子 ， 执 行 延 伸 过 
程 。o 因子 可 以 被 不 同 的 核心 酶 重复 利用 ， 控 制 聚 
合 酶 对 利 福 平 敏感 性 或 抗 性 的 是 核心 酶 ， 而 不 是 o 
因子 。 

原核 生物 启动 子 含有 两 个 区 域 ， 其 中 心 分 别 位 
于 转录 起 始 位 点 上 游 的 一 10bp 和 一 35bp 处 。 在 
E.coli 中 ， 这 两 个 区 域 的 保守 序列 分 别 为 TATAAT 
和 TTGACA。 一 般 来 讲 ， 启动 子 内 的 相应 区 域 越 接 
近 这 些 保守 序列 ， 启 动 子 起 始 转录 的 能 力 就 越 强 ， 
某 些 特别 强 的 启动 子 在 核心 启动 子 上 游 具有 额外 的 
元 件 (UP 元 件 )， 使 启动 子 对 RNA 聚合 酶 具有 更 
强 的 吸引 力 。 

9 因子 之 间 具 有 4 个 相似 的 区 域 ， 其 中 2.4 亚 区 
和 4.2 亚 区 分 别 参与 了 聚合 酶 对 一 10 框 和 一 35 框 的 
识别 。 

核心 酶 B 亚 基 位 于 RNA 聚合 酶 催化 磷酸 二 酯 键 
形成 的 活性 位 点 附近 。 在 转录 起 始 阶段 ，e 因子 也 
位 于 活性 位 点 附近 。 模 板 转换 实验 确定 了 两 个 与 聚 
合 酶 相互 作用 的 DNA 位 点 ， 一 个 是 弱 结合 位 点 ， 
包括 DNA 的 解 链 区 和 位 于 或 靠近 聚合 酶 B 亚 基 的 催 
化 位 点 ， 在 此 位 点 发 生 的 蛋白 质 -DNA 的 相互 作用 
主要 依赖 于 静电 作用 ， 具 有 盐 敏 感性 ; 另 一 个 是 强 
结合 位 点 ， 涉 及 活性 位 点 的 下 游 DNA 和 聚合 酶 的 B 
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ALB WH. a 亚 基 具有 独立 折 生 的 N 端 功 能 域 和 C 
端 功能 域 。C 端 功能 域 能 够 识别 启动 子 的 UP 元 件 ， 
并 与 之 结合 ， 可 实现 聚合 酶 与 启动 子 间 的 紧密 结合 。 

转录 延伸 过 程 实质 是 ， 当 RNA 核心 聚合 酶 沿 
着 模板 DNA 前 行 时 ， 进 行 核 苷 酸 的 聚合 作用 。 转 
录 泡 的 长 度 为 10 一 18bp， 包 含 长 度 约 9bp 的 RNA- 
DAN 杂 合 分 子 。 转 录 泡 的 移动 需要 聚合 酶 前 方 
DNA 的 解 旋 、 后 方 DNA 的 重新 缔 合 ， 这 个 过 程 会 
将 张力 引入 DNA 模板 链 中 ， 需 通过 拓扑 异 构 酶 
释放 。 

嗜 热 水 生 菌 RNA 核心 聚合 酶 的 晶体 结构 如 同 
REH, EE LUTER, AA 1 个 能 与 3 
个 Asp 残 基 配 位 的 Mg*” ， 该 通道 能 够 引导 DNA 穿 
RAM. 

T. aquaticus RNA 核心 聚合 酶 全 酶 的 晶体 结构 
BR, o 亚 基 与 B 和 BB 亚 基 间 存 在 着 广泛 的 接触 面 ， 
推测 ol. 1 区 使 酶 的 主 通 道 张 开 ， 以 便 接纳 双 链 
DNA 模板 形成 闭合 启动 子 复合 体 。 当 主 通道 紧 紧 环 
抱 解 链 DNA 形成 开放 启动 子 复合 体 时 ，a.1 区 被 逐 
出 主 通道 。 晶 体 结构 还 显示 ，m-a 链 环 位 于 RNA 
的 出 口 通 道内 ， 这 也 许可 以 解释 RNA 合成 起 始 是 
一 个 耗 时 过 程 的 原因 ， 并 产生 许多 流产 性 转录 物 。 
当 转 录 物 生长 时 ， 会 为 占据 出 口 通道 而 与 m-a 链 环 
发 生 强烈 的 竞争 作用 ， 在 达到 有 效 长 度 前 发 生 中 断 。 

嗜 热 水 生 菌 聚合 酶 全 酶 -DNA 复合 体 的 晶体 结 
构 与 开放 复合 体 结构 相似 ， 可 以 归纳 得 出 以 下 结论 : 
DDNA 主要 结合 在 o WH bs @ 预 测 的 m 4 区 氨基 
酸 与 启动 子 一 10 框 的 相互 作用 确实 存在 ，@3 个 高 
度 保守 的 芳香 族 氨 基 酸 参与 启动 子 熔 解 的 推测 是 真 
实 的 ， 在 正确 位 置 的 这 3 个 氨基 酸 确实 发 挥 了 这 样 
的 作用 ; Oo 亚 基 上 2 个 不 变 的 碱 性 氨基 酸 参与 对 
DNA 结合 的 推测 是 真实 的 。 高 分 辩 率 的 晶体 结构 显 
R, RAMA 2 个 Mg**， 与 可 能 的 催化 机 制 相 
一 致 。 

内 源 性 终止 子 具有 两 个 重要 元 件 ，Q 使 转录 物 
末端 形成 发 夹 结构 的 反 向 重复 序列 ， 该 发 夹 结构 可 
以 破坏 RNA-DNA 杂 合 分 子 的 稳定 性 ，@ 非 模板 链 
上 的 一 串 U， 通 过 形成 一 串 较 弱 的 rU-dA 碱 基 对 而 
将 DNA 模板 与 RNA 产物 结合 在 一 起 。 这 些 元 件 共 
同 作用 ， 引 起 RNA 聚合 酶 的 停顿 ， 释 放出 转录 产 
物 。rho 依赖 型 终止 子 含 有 反 向 重复 序列 ， 能 使 转 
录 物 形成 发 夹 结构 ， 该 类 终止 子 无 成 串 的 T。rho 结 
合 在 正在 生长 的 转录 本 上 ， 当 RNA 聚合 酶 在 发 夹 
处 发 生 停顿 时 ，rho 追赶 上 RNA RAM, BE 
RNA-DNA 杂交 分 子 解 旋 而 使 转录 本 从 DNABR FE 
酶 复合 体 中 释放 出 来 ， 转 录 终 止 。 


+ 146+ 


复习 题 

1. 解释 下 列 结论 : DRNA 聚合 酶 核心 酶 只 能 
微弱 地 转录 完整 的 T4 噬菌体 DNA， 而 全 酶 却 能 够 
很 好 地 转录 该 模板 ;四 同 全 酶 一 样 ， 核 心 奈 合 酶 也 
能 高 效 地 转录 小 牛 胸腺 DNA, 

2. Bautz 及 同事 是 如 何 证 明 E. coli RNA 聚合 酶 
全 酶 只 能 特异 地 转录 TA 噬菌体 的 极 早 期 基因 ， 而 
核心 酶 却 不 具有 这 样 的 特异 性 ? 

3. Bautz 及 同事 是 如 何 证 明 全 酶 以 非 对 称 方式 
转录 T4 噬菌体 DNA， 而 核心 酶 能 以 对 称 方式 转录 
T4 噬菌体 DNA? 

4, 阐述 测量 蛋白 质 与 DNA 最 紧密 结合 复合 体 
解 离 速率 的 实验 策略 ， 举 例 说 明 松 散 结合 与 紧密 结 
合 的 实验 结果 。 这 些 结果 和 核心 酶 与 全 酶 ， 以 及 含 
启动 子 DNA 序列 的 结合 有 何 关系 ? 

5. 温度 对 聚合 酶 -启动 子 复合 体 的 解 离 速 率 有 
何 影响 ? 能 够 暗示 复合 体 的 什么 性 质 ? 

6. 图 示 说 明 闭合 复合 体 与 开放 复合 体 的 区 别 。 

7. 图 示 典 型 的 原核 启动 子 及 含 UP 元 件 的 启动 
子 ， 不 要 求 写 出 精确 的 序列 。 

8. 描述 实验 并 给 出 结果 , 证明 E. coli RNA R 
合 酶 合成 流产 性 转录 物 。 

9. 图 表 说 明 E.coli 转录 起 始 过 程 中 的 4 个 
om. 

10. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 检 测 o 因子 对 转录 
起 始 速率 和 转录 延伸 速率 的 影响 。 

11. 如何 证 明 o 因子 确实 不 会 加 速 转录 延伸 的 
速率 ? 

12. 根据 上 述 两 个 问题 的 实验 结果 ， 能 够 得 出 
的 最 终结 论 是 什么 ? 

13. 描述 实验 并 给 出 结果 ,证明 o 因子 可 重复 
利用 。 在 同一 张 图 中 ， 显 示 证 明 核心 聚合 酶 决定 利 
福 平 抗 性 的 实验 结果 。 

14. 图 示 说 明 “o 循环 "， 假 设 在 延伸 阶段 " 因 
子 从 核心 酶 上 脱离 下 来 。 

15. 描述 荧光 共振 能 量 转移 实验 结果 ,证 明 o 
因子 在 延伸 阶段 并 没有 与 核心 酶 解 离 。 

16. 如 何 修正 o 循环 才能 解释 上 述 问题 的 实验 
结果 ? 引述 一 个 纯化 延伸 复合 体 支持 修正 o 循环 的 
实验 。 

17. 描述 实验 并 给 出 结果 ,证明 当 RNA RARE 
与 启动 子 结合 后 ， 会 引起 哪些 碱 基 对 的 解 离 ， 解 释 
该 过 程 的 机 制 。 

18. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 估 计 E. coli RNA R 
合 酶 在 转录 期 间 所 解 离 的 碱 基 对 数目 。 

19. o 因子 的 什么 区 域 参与 了 对 启动 子 @ 一 10 


框 和 四 一 35 框 的 识别 ? 不 需要 特异 残 基 的 命名 。 说 
明 这 些 结论 的 遗传 学 证 据 。 

20. 描述 能 够 为 o AF 4. 2 亚 区 与 启动 子 一 35 
框 之 间 存 在 的 相互 作用 提供 生物 化 学 证 据 的 结合 分 
析 实 验方 案 。 

21. 引述 支持 E. coli RNA RAM a 亚 基 参 与 识 
别 启动 子 UP 元件 这 一 假设 的 实验 证 据 。 

22. 描述 如 何 利 用 限制 性 蛋白 水 解 酶 来 确定 蛋 
白质 的 结构 域 ， 如 E. coli RNA RAKE a WIE. 

23. 描述 确定 负责 对 利 福 平和 链 霉 溶菌 素 抗 性 
或 敏感 性 的 聚合 酶 亚 基 的 实验 方案 。 

24， 描 述 实验 并 给 出 结果 , 证 明 E. coli RNA 
聚合 酶 B 亚 基 位 于 形成 磷酸 二 酯 键 的 活性 位 点 附近 。 

25. 描述 模板 转换 实验 ,证 明 E. coli RNA 聚合 
酶 B 亚 基 参 与 DNA 的 弱 结合 ， 而 B' 亚 基 参 与 DNA 
的 强 结合 ， 并 阐述 实验 结果 。 

26. 描述 RNA-DNA 交 联 实验 ， 证 明 转录 延伸 
复合 体 中 存在 RNA-DNA 双 链 杂 合体 ， 其 长 度 至 少 
为 8bp。 

27. 基于 X 线 晶体 图 像 ， 简 图 显示 RNA 核心 聚 
合 酶 的 大 致 结构 ， 指 出 亚 基 、 催 化 中 心 和 利 福 平 结 
合 位 点 的 大 致 位 置 。 根 据 该 结构 ， 提 出 利 福 平抑 制 
转录 的 机 制 。 

28. 基于 X 线 晶体 图 像 ， 简 图 显示 RNA REA BE 
全 酶 的 大 致 结构 ， 指 出 因子 2、3 和 4 结构 域 的 大 
致 位 置 。 

29. 全 酶 的 晶体 结构 没有 包括 因子 的 1.1 区 ， 
但 其 他 证 据 表明 o., 定 位 闭合 和 开放 启动 子 复合 体 
内 ， 这 些 被 建议 的 位 置 是 什么 ? 至 少 引述 2 个 证 据 
支持 你 提出 的 定位 。 

30. 基于 全 酶 的 晶体 结构 ， 提 出 一 个 能 够 解释 
在 转录 起 始 时 发 生 流产 的 原因 。 按 照 该 模型 ，。 因 
子 的 哪 一 部 分 对 流产 转录 负责 ? 解释 这 种 无 效 起 始 
模式 的 原因 。 

31. 简 图 说 明 开放 启动 子 中 全 酶 -DNA 复合 体 的 
晶体 结构 ， 集 中 说 明 全 酶 与 DNA 间 的 相互 作用 。 
在 与 DNA 结合 过 程 中 ， 哪 个 亚 基 发 挥 了 最 大 作用 ? 

32. 已 知 o 因子 的 2.4 亚 区 和 4. 2 亚 区 分 别 参与 
了 对 启动 子 一 10 框 和 一 35 框 的 识别 ， 全 酶 -DNA 复 
合体 的 晶体 结构 证 实 了 这 个 模型 的 哪 一 部 分 ? 解释 
没有 证 实 另 一 部 分 的 原因 。 

33. 提出 当 RNA 聚合 酶 沿 着 DNA 模板 移动 时 
维持 DNA 熔 解 泡 的 两 种 方式 .。 哪 一 种 方式 获得 了 
证 据 的 支持 ? 用 一 两 句 话 列 举证 据 。 

34. 内 源 性 终止 子 的 两 个 重要 元 件 是 什么 ? 如 
何 获知 它们 的 重要 性 (列举 证 据 )。 

35. 提出 在 内 源 性 终止 子 处 停顿 不 需要 发 夹 结 


构 的 证 据 。 

36. 提出 证 据 ， 证 明 停顿 位 点 上 游 RNA 的 某 些 
碱 基 配 对 是 内 源 性 终止 子 所 必需 的 。 

37. rho 依赖 型 终止 子 看 上 去 像 什 么 ? 在 这 类 终 
IEF, rho 的 作用 是 什么 ? 

38. 如 何 证 明 rho 会 降低 RNA 的 净 合 成 而 不 会 
减少 链 的 起 始 ? 描述 实验 方案 并 阐述 结果 。 

39. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 存在 时 会 形成 
短 转录 产物 。 该 实验 亦 应 证 明 rho 并 不 是 简单 地 行 
使 核酸 酶 功能 。 

40. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 rho 因子 能 够 
将 转录 本 从 DNA 模板 上 释放 出 来 。 


分 析 题 


1. 图 示 具 有 10bp 茎 和 5nt HAY RNA 发 夹 结 
构 。 写 出 形成 此 发 夹 结构 的 序列 ， 展 示 该 序列 的 线 
性 结构 和 发 夹 结构 。 

2. 包含 o" 的 E. coli RNA 聚合 酶 全 酶 识别 的 一 
个 已 coli 启 动 子 一 10 框 的 非 模板 序列 为 5-CAT- 
AGT-3", (a) 在 第 一 位 置 发 生 的 CT 突变 是 上 升 
突变 还 是 下 降 突变 ? (b) 在 最 后 位 置 发 生 的 TA 
突变 是 上 升 突变 还 是 下 降 突变 ? 解释 你 的 回答 。 

3. 你 为 研究 E. coli 基因 转录 终止 而 开展 实验 ， 
对 该 基因 3 端 测序 后 获得 如 下 结果 ， 
5'-CGAAGCGCCGATIGCCGGCGCTTTTTTTT-3" 
3'-GCTTCGCGGCTAACGGCCGCGAAAAAAAA‘S' 

然后 你 通过 对 此 序列 的 改变 而 获得 突变 基因 ， 
具体 的 序列 改变 如 下 : 

突变 体 A: 
CGAAACTAAGATTGCAGCAGTTTTTTTTT 

突变 体 B: 
CGAAGCGCCGTAGGACGGCGCTTTTTTTT 

突变 体 C: 
CGAA GATTGCCGGCGCTTACGGCC 

你 对 每 一 个 突变 基因 都 进行 了 分 析 ， 以 测定 转 
录 的 终止 ， 并 获得 了 如 下 结果 : 


测试 的 突变 基因 无 rho 有 rho 
野生 型 基因 100% 终 止 100% 终 止 
突变 体 A 40% 终 止 40% 终 止 
突变 体 B 95% 终 止 95% 终 止 
突变 体 C 20% 终 止 80% 终 止 


a 绘图 表示 上 述 野生 型 基因 序列 转录 出 RNA 
分 于 的 结构 。 
b. 尽 可 能 全 面 地 解释 实验 结果 。 
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第 7 章 操纵 子 : 细菌 转录 的 精细 调控 


lac 阻 遇 物 (紫色 ) 与 CAP-cAMP 二 聚 体 ( 蓝 色 ) 和 DNA 结合 的 计算 机 模拟 图 。 
© Mitchell Lewis /SPL/Photo Researchers, Inc. 


E. coli 基因 组 含有 3000 多 个 基因 ， 其 中 一 些 基 
因 一 直 处 于 激活 状态 ， 因 为 其 产物 是 恒定 需求 的 。 
而 有 些 基因 在 多 数 时 间 内 是 关闭 的 ， 因 为 很 少 需要 
其 产物 。 例 如 ， 当 最 适 能 源 葡萄 糖 缺 乏 而 只 有 阿拉 
伯 糖 时 ， 才 需要 代谢 阿拉 伯 糖 的 酶 ， 但 这 种 情况 并 
不 多 见 ， 所 以 编码 这 些 酶 的 基因 通常 是 关闭 的 。 为 
什么 细胞 不 让 所 有 基因 都 开启 ， 以 便 在 需要 时 能 够 
快速 提供 相应 的 酶 呢 ? 原因 在 于 基因 表达 是 一 个 高 
代价 的 过 程 ， 需 消耗 大 量 能 量 产生 RNA 和 蛋白 质 。 
如 果 E. coli 细胞 的 所 有 基因 一 直 都 处 于 表达 状态 ， 
合成 RNA 和 和 蛋白质 势 必 消耗 细胞 太 多 的 能 量 ， 使 
E. coli 不 能 与 更 高 效 的 生物 体 竞争 。 因 此 ， 基 因 表 
达 调 控 对 生命 活动 至 为 关键 。 本 章 将 探讨 细菌 调控 
其 基因 表达 的 策略 ， 即 将 功能 相关 基因 和 集合 成 组 而 
便于 表达 调控 ， 这 样 一 组 彼此 相 邻 、 协 同调 控 的 基 
因 串 称 为 操纵 子 (operon) 。 


7.1 lac 操纵 子 


发 现 的 第 一 个 操纵 子 已 成 为 理解 操纵 子 概 念 的 
典型 范例 。 该 操纵 子 含有 3 个 基因 ， 编 码 的 酶 可 使 
E. coil 细胞 利用 乳糖 〈lactose) ， 因 此 称 为 lac 操纵 
F (lac operon )。 如 果 将 E. coil 细胞 培养 在 既 含 葡 
IM (glucose) 又 含 乳糖 的 培养 基 上 (图 7. 1)， 细 
胞 会 耗 尽 葡萄 糖 ， 停 止 生长 。 它 们 能 否 通过 自身 调 
整 去 适应 新 糖 源 ? 短期 内 显然 不 能 ， 但 是 经 过 约 1h 
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的 生长 停滞 期 后 生长 就 恢复 了 。 在 停滞 期 细胞 启动 
了 乳糖 操纵 子 的 表达 ， 开 始 积累 参与 乳糖 代谢 的 酶 。 
图 7. 1 所 示 的 生长 曲线 称 为 “二 次 生长 ” (diauxic) 
曲线 源 于 拉丁 文 “auzrilium”， 帘 意 为 帮助 ， 因 为 
两 种 糖 源 均 有 助 于 E. coli 细胞 生长 。 


| 利用 乳糖 


T 


CL 
ss 


细菌 密度 /( 个 细胞 /mL) 


0 2 4 6 8 10 
时 间 巾 

图 7.1 二 次 生长 曲线 。E. coli 细胞 在 含有 葡 
萄 糖 和 乳糖 的 培养 基 中 培养 ， 用 细菌 密度 〈 个 
细胞 /mL) 对 时 间 Ch) 作 图 。 细 胞 利用 葡萄 糖 
进行 快速 生长 ， 直 到 耗 尽 葡萄 精 。 细 胞 诱导 乳 
糖 代谢 酶 时 ， 生 长 停止 ， 当 所 诱导 的 酶 出 现 之 
后 , 生长 恢复 。 


CHOH 


CHaoH CHOH 
K : i : OH q ; OH à OH 
OH Kon PEAME OH + Non 
OH OH OH OH 
乳糖 半 乳 糖 葡萄 糖 


CHaOH 


图 7.2 PSST RA. HEARE, TEFL CRE) 和 葡萄 糖 GE) 之 间 的 B 半 
屯 糖 苷 键 〈 灰 色 ) ， 从 而 使 二 糖 乳糖 分 解 为 半 乳 糖 和 葡萄 糖 。 


这 些 酶 都 是 什么 呢 ? 首先 ，E. coli 需要 一 种 酶 
将 乳糖 运输 到 细胞 中 ， 这 种 酶 就 是 半 乳 糖苷 透 性 酶 
(galactoside permease)。 其 次 ， 细 胞 需要 一 种 将 乳 
精 降 解 成 半 乳 糖 和 葡萄 糖 的 酶 。 图 7. 2 显示 该 反应 
过 程 。 由 于 乳糖 由 两 种 单 糖 组 成 ， 所 以 称 为 二 糖 
(disaccharide) ， 半 乳糖 和 葡萄 糖 这 两 个 六 碳 糖 通过 
人 半 乳 糖苷 键 连接 在 一 起 ， 因 此 乳糖 又 叫做 多 半 屯 
MEEF (P-galactoside), ， 将 其 分 解 为 半 乳 糖 和 葡萄 糖 
的 酶 叫做 BE FLAEN (Bgalactosidase)。 编 码 半 
乳糖 萌 透 性 酶 和 BB 半 乳糖 虞 酶 的 基因 在 乳糖 操纵 子 
中 并 列 在 一 起 ， 同 时 还 伴 有 编码 半 乳 粳 蔡 乙酰 转移 
WM (galactose transacetylase) 的 另 一 个 结构 基因 ， 
该 酶 在 乳糖 代谢 中 的 功能 还 不 清楚 。 

编码 乳糖 代谢 3 种 酶 的 基因 按 以 下 顺序 成 秘 排 
列 : B 半 乳糖 此 酶 (lacZ)、 半 乳糖 共 透 性 酶 
(lacY) 、 半 乳糖 背 乙 酰 转移 酶 (lacA)。 它 们 由 同一 
个 启动 子 起 始 转录 ， 产 生 一 条 多 硕 反 子 信使 〈poly- 
cistronic message) mRNA 分 子 ， 因 此 ， 通 过 控制 该 
启动 子 就 可 同时 调控 这 3 个 基因 。 多 顺 反 子 一 词 源 
FARF 〈cistron) ， 顺 反 子 是 “基因 ”的 同义词 。 
所 以 ， 多 顺 反 子 信使 RNA 是 指 该 信使 RNA 含有 一 
个 以 上 基因 的 信息 。 在 mRNA 上 每 个 顺 反 子 都 有 自 
己 的 核糖 体 结合 位 点 ， 所 以 ， 每 个 顺 反 子 能 够 独立 
地 被 核糖 体 翻译 而 合成 相应 的 蛋白 质 。 

如 本 章 开头 所 提 到 的 ， 乳 糖 操纵 子 〈 与 其 他 许多 
操纵 子 一 样 ) 是 受 细胞 严格 控制 的 ， 事 实 上 ， 对 操纵 
子 的 调控 存在 两 种 系统 。 首 先是 负 调 控 (negative 
control) ， 就 像 汽 车 的 制动器 一 样 ， 打 开 制 动 器 才能 
开动 汽车 。lac BH (lac repressor) 就 是 负 调 控 的 
“制动器 ”， 只 要 缺乏 乳糖 ，lac 阻 遇 物 就 使 操纵 子 处 
于 关闭 RAD 状态 。 这 是 一 个 经 济 有 效 的 机 制 ， 
否则 细胞 合成 缺乏 底 物 的 酶 无 疑 是 一 种 浪费 . 

如 果 负 调控 像 汽 车 制动器 ， 那 么 正 调控 posi- 
tive control) 就 像 汽车 的 加 速 器 踏板 。 在 lac 操纵 子 
中 ， 从 操纵 基因 上 移 除 阻 遏 物 ( 松 开 制 动 器 不 足 
以 激活 乳糖 操纵 子 ， 还 需要 正 调控 因子 激活 子 ac- 
tivator) 的 参与 。 我 们 将 会 了 解 到 激活 子 通过 激活 
乳糖 操纵 子 的 转录 而 对 低 水 平 葡萄 糖 做 出 响应 ， 而 


高 水 平 葡 萄 糖 使 激活 子 浓度 保持 较 低 水 平 ， 不 能 激 
活 操纵 子 的 转录 。 这 种 正 调控 系统 的 优点 在 于 高 浓 
度 葡 萄 糖 使 操纵 子 几乎 处 于 关闭 状态 。 如 果 没 有 葡 
萄 糖水 平 响应 途径 ， 乳 糖 单独 存在 就 足以 激活 操纵 
子 ， 但 在 葡萄 糖 还 处 于 可 利用 水 平时 就 激活 lac 操 
纵 子 的 表达 是 不 适宜 的 ， 因 为 E. coli 细胞 代谢 葡萄 
糖 比 代谢 乳糖 更 容易 。 因 此 ， 在 有 葡萄 糖 时 激活 乳 
糖 操纵 子 对 E. coli 细胞 是 一 种 浪费 。 

ANGE. coli 的 乳糖 代谢 由 两 种 酶 执行 ， 可 
能 还 有 第 三 种 酶 参与 。 编 码 这 三 种 酶 的 基因 成 角 
地 排列 在 一 起 ， 从 同一 启动 子 处 一 起 转录 ， 产生 
一 条 多 顺 反 于 信使 。 这 3 种 基因 在 功能 上 相关 ， 
所 以 在 表达 上 也 相关 ， 它 们 一 起 被 关闭 或 被 开启 。 
负 调 控 保证 了 乳糖 操纵 子 在 乳糖 缺乏 条 件 下 处 于 
关闭 状态 ; 而 正 调控 保证 了 乳糖 操纵 子 在 葡萄 粮 
存在 时 ， 即 使 有 乳糖 存在 也 仍 处 于 相对 失 活 状态 。 


lac 操纵 子 的 负 调控 


图 7. 3 举例 说 明了 lac 操纵 子 调控 的 一 个 方面 ， 
负 调 控 的 经 典 模式 。 虽 然 本 章 后 面 内 容 和 第 9 章 对 
于 这 种 经 典 调控 模式 的 介绍 过 于 简化 ， 亿 有 助 于 在 
初学 时 对 操纵 子 概念 的 理解 。 负 调控 (negative con- 
trol) 意味 着 操纵 子 一 直 处 于 开启 状态 ， 除 非 在 某 种 
物质 的 干扰 下 使 其 关闭 。 关 闭 乳 糖 操纵 子 的 “ 某 种 
物质 ”是 lac MRY. lac 阻 遏 物 是 调节 基因 acl 的 
产物 (如 图 7. 3 最 左边 所 示 )， 是 由 4 种 相同 多 肽 组 
成 的 四 聚 体 ， 结 合 在 启动 子 右 侧 的 操纵 基因 (oper- 
ator) 上 。 一 旦 阻 遇 物 结合 操纵 基因 ， 操 纵 子 就 被 
抑制 〈repressed) 。 因 为 操纵 基因 与 启动 子 紫 邻 ， 阻 
MMA ARAB LAT RNA 聚合 酶 结合 启 
动 子 以 及 转录 操纵 子 。 由 于 基因 不 能 转录 ， 所 以 操 
纵 子 处 于 关闭 或 抑制 状态 。 

只 要 没有 乳糖 可 利用 ， 乳 糖 操纵 子 就 处 于 抑制 
状态 。 另 一 方面 ， 当 所 有 葡萄 糖 耗 尽 而 乳糖 存在 
时 ,会 有 一 种 移 除 阻 遏 物 的 机 制 ， 使 操纵 子 解 除 阻 
歇 ， 并 利用 新 的 营养 物质 。 这 种 机 制 是 如 何 运作 的 
R? RHE PEHEA (allosteric protein) (和 希 
腊 语 中 allos 的 意思 是 “其 他 的 ”，steros 的 意思 是 
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图 7.3 lac 操纵 子 负 调控 。 (a) EAW, WATR. acl MARNE ORE), 
阻 遇 物 结合 操纵 基因 ， 阻 止 RNA 聚合 酶 转录 乳糖 操纵 子 基因 。(b) 有 乳糖 时 ， 操 纵 子 去 阻 过 。 
BEY (RE) 与 阻 过 物 结合 ， 改 变 阻 遇 物 构象 ， 使 其 不 再 与 操纵 基因 结合 。 阻 过 物 脱离 操纵 
基因 ，RNA 聚合 酶 起 始 结构 基因 的 转录 ， 产 生 多 顺 反 子 mRNA， 进 而 翻译 产生 半 乳 糖苷 透 性 


酶 、f- 半 乳 精 苷 酶 和 半 乳 糖 将 乙酰 转移 酶 。 


“形状 。 一 种 分 子 与 变 构 蛋 白 的 结合 会 改变 该 蛋白 
质 另 一 位 点 的 构 型 ， 从 而 改变 它 与 第 二 种 分 子 的 相 
互 作 用 。 第 一 种 分 子 称 为 乳糖 操纵 子 诱导 物 〈in- 
ducer)， 因 为 该 分 子 结合 阻 过 物 ， 引 起 阻 过 物 和 蛋白 
质 构象 改变 ， 使 阻 巡 物 与 操纵 基因 〈 第 二 个 分 子 ) 
解 离 ， 从 而 诱导 了 操纵 子 的 表达 (图 7. 3b) 。 

诱导 物 的 本 质 是 什么 呢 ? 它 实际 上 是 另 一 种 形 
式 一 一 异 乳糖 (allolactose) 。 愈 半 乳 糖苷 酶 将 乳糖 降 
解 为 半 乳 糖 和 葡萄 糖 的 同时 ， 催 化 部 分 乳糖 重 排 形 
成 异 乳糖 。 如 图 7. 4 所 示 ， 在 异 乳 糖 中 半 乳 糖 和 葡 
萄 糖 连接 方式 不 同 于 乳糖 (乳糖 是 B1,4- 糖 车 键 连 
接 ， 蜡 乳糖 是 B-1,6- 糖 背 键 连接 )。 

也 许 你 会 提出 这 样 的 问题 ， 如 果 Lac 操纵 子 是 
被 抑制 的 ， 没 有 透 性 酶 将 乳糖 运 到 细胞 中 ， 没 有 人 
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半 乳 糖苷 酶 催化 反应 的 发 生 ， 乳 糖 是 如 何 代谢 生成 
异 乳糖 的 ? 答案 在 于 阻 过 的 遗漏 和 操纵 子 极 低 的 本 
底 水 平 表达 。 由 于 每 个 细胞 仅 有 10 个 左右 的 四 率 体 
阻 过 物 ， 因 此 不 需要 太 多 的 诱导 物 就 可 以 启动 iac 
操纵 子 的 表达 。 随 着 lac 操纵 子 产物 的 增多 ， 会 引 
起 更 多 诱导 物 的 形成 ， 就 像 滚雪球 一 样 。 


操纵 子 的 发 现 


Francois Jacob、Jacques Monod 及 同事 对 操纵 
于 概念 的 发 展 是 融合 遗传 学 和 生物 化 学 分 析 的 一 个 
成 功 典范 。1940 年 ，Monod FR E. coli 乳糖 代谢 的 
可 诱导 性 时 发 现 ，B 半 乳糖 苷 酶 是 乳糖 代谢 的 主要 
特征 ， 可 被 乳糖 及 其 他 半 乳 糖苷 所 诱导 。Monod 与 
Melvin Cobn 利用 他 半 乳 糖苷 酶 抗体 检测 B 半 乳糖 


图 7.4 乳糖 与 异 乳 
糖 的 转换 。 在 B 半 

OH 乳糖 背 酶 催化 下 ， 
乳糖 分 子 重 排 形成 
诱导 分 子 异 乳糖 。 
TER, Mh e 
1,4 EH 61,6. 
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苷 酶 蛋白 时 发 现 ， 该 蛋白 质 的 量 在 诱导 过 程 中 是 逐 
渐 增 加 的 。 因 为 应 答 乳 糖 的 过 程 中 产生 了 较 多 的 基 
因 产 物 ， BR, PRAT REA SRS 
表达 。 

为 剖析 其 复杂 性 ， 研 究 者 发 现 了 一 些 突变 体 
[最 初 称 为 “隐蔽 突变 体 ” (cryptic mutant)]， 这 些 
突变 体能 合成 B 半 乳糖 背 酶 ， 但 不 能 在 含 乳糖 的 培 
养 基 上 生长 。 这 些 突变 体 缺失 了 什么 成 分 ? WTF 
清原 因 ，Monod 及 同事 向 培养 有 野生 型 及 突变 型 
E.coli 的 培养 基 内 添加 放射 性 半 和 乳糖 ， 发 现 野 生 型 
和 突变 体 细胞 均 不 能 吸收 半 和 乳糖 ， 即 使 突变 体 处 于 
诱导 条 件 下 也 不 能 吸收 半 和 乳糖 ， 而 诱导 的 野生 型 细 
胞 却 能 积累 半 乳 糖苷 。 该 实验 揭示 了 两 个 事实 。 首 
先 ， 在 野生 型 细胞 中 ， 某 种 物质 〈 半 乳糖 背 透 性 酶 ) 
与 # 半 乳糖 苷 酶 协同 被 诱导 ， 并 负责 将 半 乳 糖苷 转运 
到 细胞 内 。 其 次 ， 突 变 体 编码 这 种 蛋白 质 的 基因 似乎 
是 存在 缺陷 的 (Y ) ( 表 7.1)。 


表 7.1 隐蔽 突变 体 (lacY” ) 对 半 乳 糖苷 积累 的 影响 


基因 型 诱导 物 HILT HER 

ary 一 = 

zy + + 
ZY- WERE) = 一 
ZY (隐蔽 突变 ) + ~ 


Monod 将 这 种 物质 命名 为 半 乳 糖苷 透 性 酶 ， 由 
于 在 尚未 分 离 出 的 蛋白 质 之 前 就 为 其 命名 ，Monod 
一 直 承 受 着 同事 们 批评 。 后 来 他 评论 说 :“ 这 好 比 两 
位 传统 的 英国 绅士 ， 即 使 他 们 彼此 熟知 对 方 的 姓名 
和 声望 ， 但 在 他 人 正式 引见 之 前 彼此 却 不 能 说 话 ”。 
在 努力 纯化 半 乳 糖苷 透 性 酶 的 过 程 中 ，Monod 及 同 
事 又 鉴定 出 一 种 蛋白 质 ， 即 半 乳 糖苷 乙酰 转移 酶 ， 
该 酶 与 # 半 乳糖 苷 酶 和 半 乳 糖苷 透 性 酶 协同 被 诱导 。 

到 了 20 世纪 50 年 代 后 期 ，Monod 了 解 到 这 3 种 
酶 的 活性 〈 因 而 推测 可 能 是 3 个 基因 ) 能 够 同时 被 半 
乳糖 苷 所 诱导 ， 同 时 也 发 现 一 些 无 须 诱导 的 组 成 型 突 
BEE (constitutive mutant)， 它 们 总 能 够 合成 3 个 基 
因 的 产物 。Monod 意识 到 遗传 学 分 析 将 会 极 大 地 推进 
研究 的 深入 ， 因 此 他 开始 与 巴 斯 德 研究 所 的 Francois 
Jacob 合作 ， 继 续 开展 相关 研究 。 

通过 与 Arthur Pardee 合作 ，Jacob 和 Monod 获 
得 了 部 分 二 倍 体 〈merodiploid) 《部 分 二 倍 体 细菌 )、 
既 携 带 野 生 型 〈 可 诱导 ) 等 位 基因 ， 又 携带 组 成 型 
等 位 基因 。 其 中 可 诱导 等 位 基因 为 显 性 ， 表 明 野 生 
型 细胞 产生 一 种 物质 使 lac 基因 保持 关闭 ， 直 到 被 
诱导 表达 。 由 于 该 物质 均 能 关闭 来 自 组 成 型 亲本 和 
可 诱导 型 亲本 的 基因 ， 因 此 使 部 分 二 倍 体 也 可 诱导 。 


当然 ， 该 物质 就 是 lac BY. ARMREST 
BGS WA Cac 是 缺陷 的 ， 所 以 这 些 突变 体 
H lacr (图 7.5a)。 

阻 遏 物 的 存在 需要 一 些 特殊 的 DNA 序列 ， 以 
便 阻 遏 物 与 之 结合 。Jacob 和 Monod 将 这 些 特异 
DNA 序列 称 为 操纵 基因 (operator) 。 这 种 相互 作用 
的 特异 性 表明 可 进行 遗传 突变 分 析 ， 即 操纵 基因 的 
突变 可 消除 它 与 阻 遏 物 的 相互 作用 ， 这 些 突变 也 应 
该 是 组 成 型 的 。 那 么 ， 如 何 区 分 操纵 基因 的 组 成 型 
突变 与 阻 巡 物 基因 的 组 成 型 突变 呢 ? 

他 们 认为 通过 确定 突变 体 是 显 性 突变 还 是 隐 性 
突变 即 可 区 分 二 者 。Jacob 用 类 比 法 来 解释 其 观点 ， 
他 把 部 分 二 倍 体 细菌 的 2 个 操纵 基因 比 作 2 个 无 线 
电 接 收 器 ,分 别 控制 着 房间 的 2 个 门 。 部 分 二 倍 体 
的 2 个 阻 遏 物 基因 就 像 2 个 无 线 电 发 射 器 ， 各 自发 
出 相同 的 信号 使 房 门 保持 关闭 。 其 中 一 个 阻 过 物 基 
因 突 变 就 像 一 个 无 线 电 发 射 器 损坏 一 样 ， 而 另 一 个 
无 线 电 发 射 器 仍然 发 挥 功能 ， 两 个 房 门 仍 保持 关闭 。 
也 就 是 说 ， 部 分 二 倍 体 的 2 个 Lac 操纵 子 仍然 处 于 
被 阻 遇 状态 ， 所 以 这 种 突变 应 该 是 隐 性 突变 〈 图 
7. 5a) ， 我 们 已 经 观察 到 确实 如 此 ,。 

另 一 方面 ， 部 分 二 倍 体 的 一 个 操纵 基因 突变 就 
像 一 个 接收 器 损坏 了 一 样 ， 不 能 接收 无 线 电 信号 ， 
该 房间 门 则 处 于 打开 状态 。 而 另 一 个 房 门 的 接收 器 
功能 正常 ， 所 以 仍然 保持 关闭 。 也 就 是 说 ， 部 分 二 
倍 体 的 突变 型 Lac 操纵 子 始终 是 去 阻 过 的 ， 而 野生 
型 lac 操纵 子 保持 阻 过 。 因 此 ， 该 突变 是 显 性 突变 ， 
但 只 针对 受 突 变 操纵 基因 调控 的 lac 操纵 子 (图 
7.5b)， 这 种 突变 称 为 顺 式 显 性 〈cis-dominant) 突 
变 (拉丁 语 “cis” 顺 式 意 指 “在 这 里 ")， 即 部 分 二 
倍 体 中 只 对 同 DNA 上 的 基因 表现 显 性 效应 ， 而 对 
其 他 DNA 的 基因 无 显 性 效应 。Jacob 和 Monod 确 
实 发 现 了 这 样 的 顺 式 显 性 突变 体 ， 并 证 明了 操纵 基 
因 的 存在 。 携 带 组 成 型 操纵 基因 (operator constitu- 
tive) 的 突变 体 称 为 O“。 

如 果 阻 遏 物 基因 发 生 突变 使 阻 遇 物 失去 对 诱导 物 
应 答 的 能 力 ， 这 种 突变 体 的 Lac 操纵 子 调控 情况 又 将 
如 何 ? 这 类 突变 会 导致 lac 操纵 子 的 非 诱 导 性 ， 表 现 
AR 〈incis) RER Cin trans) 显 性 效应 〈 对 部 
分 二 倍 体 中 不 同 DNA 分 子 具 有 调控 作用 ， 拉 丁 语 
“trans 反 式 ” 意 指 “ 在 对 面 ")， 因 为 突变 体 阻 遇 物 即 
使 在 诱导 物 或 野生 型 阻 过 物 存在 时 ， 仍 保持 与 2 个 操 
纵 基 因 的 结合 〈 图 7. 5c) ， 类 似 于 无 法 关闭 的 无 线 电 
信号 。Monod 及 同事 发 现 了 2 个 这 类 突变 体 ， 随 后 
‘Suzanne Bourgeois 又 发 现 了 更 多 其 他 突变 体 。 将 这 类 
突变 体 为 命名 为 下， 与 组 成 型 阻 过 物 突变 体 CI) 
HEKA, T 使 阻 过 物 不 能 与 操纵 基因 结合 。 
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含有 1 个 野生 型 基因 和 1 个 突变 基因 的 部 分 二 倍 体 : 


(2) 阻 过 蛋白 基因 突变 (上 结果 结论 
a — ey 
l 2 个 lac 操纵 子 
Fone 
8 < 二 入 一 在 乳糖 缺乏 时 
T 无 /ac 表达 产物 
无 阻 过 蛋白 
(b) 阻 过 蛋白 基因 突变 (05) 
CC 在 乳糖 缺乏 时 ， 
无 /ac 表达 产物 


aa 


oS I [一 人 一 。 在 乳业 缺乏 时 ， 


1 Į T 有 /ec 表达 产物 
lac 表达 产物 
含有 1 个 野生 型 基因 和 1 个 突变 基因 的 部 分 二 信 体 : 
(O LB Ea BICEP) 结果 结论 
we 
POYO zt woe 
$ I C 一 一 ~ RRAMER H 
ER] 在 , 均 天 ac 表达 
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ke /ac 表达 产物 2 个 lac 损 纵 子 部 是 
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图 7.5 部 分 二 偿 体 中 lac 操纵 子 调节 突变 的 效应 。Jacob、Monod 及 其 他 研究 者 构建 了 E.coli 部 分 二 倍 体 菌 
株 ， 如 图 〈a) 一 (d) 所 示 。 然 后 在 乳糖 有 或 无 条 件 下 检测 其 lac 产物 。(a) 部 分 二 倍 体 有 一 个 野生 型 操纵 子 
CE) 和 一 个 阻 遇 基因 突变 〈 三 ) 的 操纵 子 ( 下 )。 ENGRA CI) 可 产生 足够 的 正常 阻 过 物 ( 绿 
色 )， 阻 站 2 个 操纵 子 ， 所 以 矿 突 变 是 隐 性 的 。(b) 部 分 二 倍 体 具有 一 个 野生 型 操纵 子 CE) 和 一 个 操纵 基 
ARE (O 的 操纵 子 〈 下 )， 突 变 操纵 子 不 能 与 阻 坎 物 〈 绿 色 ) 结合。 这样 ， 野生 型 操纵 子 是 阻 过 状态 ， 
而 突变 操纵 子 为 去 阻 歇 状态。 无 论 乳 糖 是 否 存在 ， 突 变 操纵 子 均 可 表达 Lac 产物 。 由 于 只 有 与 突变 操纵 基因 
连接 的 操纵 子 受到 影响 ， 该 突变 为 顺 式 显 性 的 。(c) 部 分 二 信 体 具有 一 个 野生 型 操纵 子 (上 ) 和 一 个 阻 遇 物 
HARE (O 的 操纵 子 〈 下 )， 其 产物 〈 黄 色 ) 不 能 结合 诱导 物 。 因此 突变 的 阻 过 物 不 可 逆 地 结合 在 两 个 
操纵 基因 上 ， 使 2 个 操纵 子 都 不 可 诱导 ， 因 此 该 突变 为 显 性 的 。 注 意 ， 这 些 阻 过 物 含有 一 些 突变 体 亚 基 和 野 
生 型 亚 基 ， 表 现 与 突变 蛋白 一 样 。 因 此 即使 存在 诱导 物 ， 也 依然 与 操纵 基因 结合 。(d) 部 分 二 倍 体 具 有 一 个 
野生 型 操纵 子 Ch) 和 一 个 阻 过 物 基因 突变 〈 三 *) 的 操纵 子 〈 下 )， 三 ?基因 的 产物 黄色 ) 不 能 结合 lac 操 
纵 基因 。 而 且 ， 由 野生 型 和 阻 歇 物 单 体形 成 的 异 源 四 聚 体 (heterotetramer) 也 不 能 与 操纵 基因 结合 。 这 样 ， 
即使 在 乳糖 缺乏 时 ，liac 操纵 子 仍然 为 去 阻 过 状态 ， 所 以 该 突变 为 显 性 的 。 此 外 ， 由 于 突变 蛋白 质 破坏 了 野 
生 型 蛋白 质 的 活性 ， 所 以 称 这 种 突变 为 显 性 负 效 应 。 
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这 两 种 普通 类 型 的 组 成 型 突变 AOS) 以 相同 
方式 影响 3 个 lac 基因 (lacZ, lacY 和 lacA) 的 表达 。 
遗传 作 图 发 现 ， 这 3 个 基因 彼此 相 邻 排列 于 染色 体 上 ， 
这 些 发 现 暗示 操纵 基因 位 于 这 3 个 结构 基因 的 附近 。 

我 们 现在 还 了 解 了 另 一 类 组 成 型 显 性 突变 的 阻 遏 
物 突变 体 〈 厂 ")。 该 突变 基因 编码 的 缺陷 产物 仍 能 与 
野生 型 阻 过 物 单 体 组 合 形成 四 束 体 阻 遏 物 。 然 而 ， 缺 
陷 单 体 破坏 了 四 聚 体 的 活性 ， 妨 碍 了 四 聚 体 与 操纵 基 
因 结 合 ， 因 此 使 突变 体 呈 现 出 相对 于 野生 型 的 显 性 效 
应 。 在 部 分 二 倍 体 中 , “SRE” BRS 2 个 操纵 
基因 都 不 能 结合 ， 这 种 突变 不 仅仅 是 顺 式 显 性 突变 ， 
这 种 “破坏 性 ”突变 在 自然 界 中 广泛 存在 ， 一 般 命 名 
为 显 性 负 效应 (dominant negative) 。 

经 过 精湛 的 遗传 学 分 析 ，Jacob 和 Monod 发 展 了 操 
纵 子 概念 ， 他 们 预测 存在 着 2 个 关键 调控 元 件 : 阻 过 
物 基因 和 操纵 基因 。 缺 失 突变 分 析 表明 第 三 个 元 件 
(启动 子 ) 也 是 调控 3 个 lac 基因 表达 所 必需 的 。 他 们 
进一步 推论 这 3 个 lac 基因 (lacZ, lacY 和 lacA) EME 
在 一 起 组 成 了 一 个 调控 单元 ， 即 乳糖 操纵 子 。 随 后 的 
生物 化 学 研究 充分 证 实 了 Jacob 和 Monod 的 完美 假说 。 

小 结 lac 操纵 子 的 负 调 控 机 制 如 下 : 由 于 
RME KE RNA 聚合 酶 对 3 个 lac 基因 的 转 
录 ， 所 以 当 阻 遇 蛋 白 结合 到 操纵 基因 上 时 ， 操 纵 
子 即 被 关闭 。 当 葡萄 糖 被 消耗 殉 尽 但 有 乳糖 可 被 
利用 时 ， 几 个 lac 操纵 子 的 酶 分 子 〈 人 半 乳 糖苷 
酶 ) 将 少量 乳糖 转换 为 异 乳糖 。 异 乳糖 作为 诱导 
物 与 阻 近 物 结合 ， 引 起 阻 过 物 构象 改变 ， 促 使 阻 
遇 物 与 操纵 基因 解 离 。 随 着 阻 巡 物 的 解 离 ，RNA 
聚合 酶 与 启动 子 结合 而 起 始 3 个 lac 基因 的 转录 。 
遗传 与 生物 化 学 实验 研究 结果 显示 ， 操 纵 基因 和 
阻 巡 物 基因 是 lac 操纵 子 负 调 榨 的 两 个 关键 元 件 。 


阻 过 物 与 操纵 基因 间 的 相互 作用 
在 Jacob 和 Monod 的 开创 性 研究 工作 之 后 ， 
Walter Gilbert 和 Muller Hill 等 成 功 地 部 分 纯化 了 lac 
阻 遇 物 。 这 项 工作 的 可 贵 之 处 在 于 它 是 在 现代 基因 克 
隆 技术 产生 之 前 的 20 世纪 60 年 代 完 成 的 。Gilbert 和 
Muller Hill 的 挑战 是 纯化 细胞 中 含量 甚 微 的 蛋白 质 
(lac 阻 巡 物 )， 而 又 缺乏 简便 的 方法 鉴定 分 离 的 蛋白 
质 。 他 们 所 采用 的 最 灵敏 的 分 析 方法 是 将 人 工 合成 的 
标记 诱导 物 异 丙 基 破 代 半 乳 糖 葵 (isopropylthiogalac- 
toside, IPTG) 与 阻 歇 物 结合 。 但 是 野生 型 细胞 粗 提 
取 物 中 的 阻 坎 物 浓度 太 低 ， 这 种 方法 难以 检测 到 阻 坎 
物 。 为 了 克服 这 一 难题 ， 他 们 利用 EE. oli RBA 
基因 突变 菌株 〈lac7 ) 进行 阻 过 蛋白 的 纯化 ， 因 为 该 
突变 株 产生 的 阻 过 蛋白 与 IPTG 的 结合 更 为 紧密 。 这 
种 紧密 结合 能 力 可 使 突变 的 阻 遇 蛋白 结合 足够 的 诱导 
物 ， 因 此 即使 在 粗 提 物 中 也 能 检测 到 阻 过 蛋白 ， 这 样 


Gilbert 和 Muller Hill 就 可 以 纯化 该 蛋白 质 了 。 

Melvin Cohn 及 同事 将 利用 这 一 技术 纯化 得 到 阻 
遏 物 用 于 操纵 基因 结合 研究 。Cohn 及 同事 用 硝酸 纤 
维 素 滤 膜 结合 实验 (第 5、6 章 ) HRT MBS 
纵 基因 间 的 相互 作用 。 如 果 阻 巡 物 与 操纵 基因 能 正 
常 相互 作用 ， 这 种 作用 就 能 够 被 诱导 物 所 阻 断 。 确 
K, 图 7. 6 GRAS WE RAB AS AY 
标准 饱和 曲线 。 但 是 存在 合成 诱导 物 IPTG 时 ， 二 
者 不 能 结合 。 在 另 一 个 结合 分 析 实 验 中 (图 7.7)， 
Cohn 小 组 发 现 与 含 野生 型 操纵 基因 的 DNA 相 比 ， 
含 组 成 型 突变 操纵 基因 (liacO〉 的 DNA 需要 更 高 
浓度 的 阻 过 物 才能 实现 二 者 的 完全 结合 。 这 个 实验 
为 Jacob 和 Monod 从 遗传 学 上 所 定义 的 操纵 基因 是 
阻 巡 物 结合 位 点 提供 了 一 个 重要 证 据 。 否 则 ， 操 纵 
基因 突变 是 不 会 影响 阻 过 物 的 结合 
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图 7.6 lac 操纵 基因 和 阻 遇 物 之 间 的 结合 分 析 。 
Cohn 及 同事 用 *P 标记 含有 lacO 的 DNA, 逐渐 
增加 lac 阻 过 物 的 量 ， 测 定 硝化 纤维 素 膜 上 的 放 
射 性 来 分 析 阻 遏 物 和 操纵 基因 的 结合 。 只 有 结合 
阻 巡 物 的 标记 DNA 才能 黏附 到 硝酸 纤维 素 膜 上 。 
一 IPTG 表示 无 诱导 物 的 阻 过 物 结合 曲线 ， 十 IPTG 
表示 有 mmol/L IPTG 的 阻 过 物 结合 曲线 ，IPTG 
阻止 了 阻 过 物 与 操纵 基因 的 结合 。 (Source，Adap- 
ted from Riggs, A., et al, On the assay, isolation, 
and characterization of the lac repressor, Journal of 
Molecular Biology, Vol. 34; 366. ) 


ANG Cohn 及 同事 用 滤 肛 结合 法 实验 了 lac 
过 物 与 操纵 基因 的 结合 。 该 实验 还 家 明 ， 与 正常 lac 
操纵 基因 相 比 ， 忠 传 学 定义 的 组 成 型 uc 突变 操纵 
基因 对 lac 图 巡 物 的 亲和力 相对 较 低 ， 这 也 表明 通 
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尽管 Ira Pastan 及 同事 在 197] 年 就 已 证 明 ， 即 使 
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图 7.7 操纵 基因 iac 0* 与 阻 遇 物 的 亲和力 低 于 
野生 型 操纵 纵 基因 与 阻 遇 物 的 亲和力 。Cohn 及 
同事 按 图 7. 6 描述 的 方法 进行 lac 操纵 基因 与 阻 
遏 物 之 间 的 结合 力 分 析 。 选 用 了 3 种 不 同 的 
DNA 分 子 : DNA 分 子 中 含有 野生 型 操纵 基因 
(O*)s DNA 分 子 中 含有 组 成 型 突变 的 操纵 基因 
(0O')， 对 阻 过 物 的 亲和力 下 降 ， 以 不 有 含 lac 操 
纵 基因 的 ABO DNA 作对 照 。 


有 阻 遇 物 存在 ，RNA 聚合 酶 也 能 与 Lac 启动 子 紧 密 结 
合 ， 但 是 多 年 来 人 们 一 直 认为 lac 阻 过 物 是 通过 阻止 
RNA 聚合 酶 结合 启动 子 而 发 挥 作用 的 。Pastan 的 实 
验方 案 是 在 阻 过 物 存在 条 件 下 ， 将 RNA 聚合 酶 和 含 
有 和 乳糖 操纵 基因 的 DNA 一 起 孵育 ， 然 后 加 入 诱导 物 
IPTG 和 利 福 平 。 本 章 后 面 将 介绍 ， 利 福 平 将 抑制 转 
录 ， 除 非 开 放 启动 子 复合 体 已 形成 〈 回 顾 第 6 章 ， 开 
放 启 动 子 复合 体 是 指 RNA 聚合 酶 在 启动 子 处 使 DNA 
局 部 解 链 ， 并 与 之 紧密 结合 ) 。 在 该 实验 中 转录 确实 
发 生 了 ， 说 明 lac 阻 遇 物 没有 阻止 开放 启动 子 复合 体 
的 形成 ， 提 示 阻 过 物 没有 阻止 RNA 聚合 酶 与 lac 启 
动 子 结合 。Susan Straney 和 Donald Crothers 于 1987 
年 研究 表明 ，RNA 聚合 酶 能 够 与 阻 过 蛋白 共同 结合 
在 ac 启动 子 上 ， 进 一 步 证 实 了 lac 阻 歇 蛋白 不 能 阻 
JE RNA 聚合 酶 与 lac 启动 子 结合 的 观点 。 

如 果 我 们 接受 这 个 观点 ， 认 为 阻 遏 物 与 操纵 基 
因 结合 后 RNA 聚合 酶 仍 能 紧密 结合 启动 子 ， 那 么 
如 何 解释 阻 过 作用 ? Straney 和 Crothers U X ELGE 
物 阻止 了 开放 复合 体 的 形成 ， 但 这 一 观点 又 与 Pas- 
tan 观察 到 复合 体 具 有 利 福 平 抗 性 的 现象 相 矛 盾 。 
Barbara Krummel 和 Michael Chamberlin 提出 了 另 一 
种 不 同 的 解释 : 阻 过 蛋白 能 够 阻止 转录 复合 体 从 起 
始 状态 转换 到 延伸 状态 (第 6 章 ) 。 也 就 是 说 ， 阻 过 
物 使 RNA 聚合 酶 处 于 无 效 转 录 状 态 ， 只 能 合成 较 
短 的 赛 聚 核 音 酸 ， 无 法 完成 启动 子 清除 。 

Jookyung Lee 和 Alex Goldfarb 为 这 一 观点 提供 
了 实验 证 据 。 他 们 通过 体外 通读 转录 实验 (第 5 章 ) 
证 实 ， 即 使 有 阻 歇 物 存 在 ，RNA 聚合 酶 也 已 完成 了 
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与 DNA 模板 的 结合 。 具 体 的 实验 操作 如 下 : 首先 ， 
将 阻 遏 物 与 123bp 的 DNA 片段 共 孵 育 ， 该 片段 含 
有 lac 调控 区 和 lacZ 基因 的 起 始 序列 ， 让 阻 遇 物 和 
操纵 子 结合 10min 后 加 入 RNA 聚合 酶 ， 之 后 再 加 
入 肝素 [肝素 是 一 种 多 聚 阴 离子 〈polyanion) ， 能 与 
游离 的 或 松弛 结合 在 DNA 上 的 RNA 聚合 酶 结合 ， 
使 之 失去 与 DNA 结合 的 能 力 ]。 同 时 也 加 入 了 RNA 
聚合 酶 反应 所 需 的 其 他 成 分 ， 但 不 包括 CTP. 最 
后 ， 加 入 标记 的 CTP 及 IPTG， 并 设 不 加 IPTG 的 
对 照 。 实 验 的 问题 是 : 通读 转录 能 否 发 生 ? 如 果 能 
进行 通读 转录 ， 那么 RNA 聚合 酶 就 能 够 与 启动 子 
形成 对 肝素 有 抗 性 的 〈 开 放 ) 复合 体 ， 即 使 是 在 阻 
过 蛋白 存在 的 情况 下 。 事实 上 ， 如 图 7. 8 所 示 ， 好 像 
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图 7.8 在 体外 ， 即 使 有 lac FM, RNA 聚合 酶 也 
能 与 Lac 启动 子 形成 开放 启动 子 复 合体 。Lee 和 Gold- 
farb 将 含有 lac UV5 启动 子 的 DNA 片段 单独 温 育 
《 泳 道 1) 或 与 lac 阻 过 蛋白 共同 温 育 〈 泳 道 2 和 3), 
当 阻 过 蛋白 与 操纵 基因 完成 结合 后 ,研究 者 向 反应 体 
系 中 添加 RNA RAM, HA 20min 以 便 开放 启动 子 
复合 体 的 形成 ， 然 后 添加 肝素 以 阻止 开放 启动 子 复合 
体 的 进一步 形成 ， 同 时 也 添加 除 CTP 以 外 的 其 他 反 
应 组 分 ， 温 育 Smin 后 ， 向 反应 体系 中 单独 添加 Coe 
2P] CTP 或 同时 添加 诱导 物 IPTG， 温 育 10min 进行 
RNA 的 合成 ， 然 后 对 合成 的 转录 本 进行 凝 胶 电 泳 。 沪 
道 3 的 结果 表明 ， 即 使 阻 过 蛋白 先 于 RNA 聚合 酶 与 
DNA 结合 ， 仍 然 能 够 发 生 转 录 事件 。 由 此 可 见 ， 阻 遇 
蛋白 并 不 能 阻止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 而 形成 开放 
启动 子 复合 体 。(Source: Lee J. „and Goldfarb A. „lac re- 
pressor acts by modifying the initial transcribing complex 
so that it cannot leave the promoter. Cell 66(23 Aug 1991) 
£ 1,p. 794. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


阻 过 蛋白 根本 就 不 存在 一 样 ， 确 实 发 生 了 通读 转录 。 
由 此 可 见 ， 在 这 些 体外 条 件 下 ， 阻 过 蛋白 似乎 并 不 
能 阻止 RNA RAKES lac 启动 子 间 的 紧密 结合 - 

如 果 不 通过 阻止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 而 
阻 断 lac 操纵 子 的 转录 ， 那 么 lac 阻 歇 物 如 何 发 挥 自 
身 的 阻 遇 功能 ? Lee 和 Goldfarb 注意 到 ， 在 阻 遏 物 
存在 时 ， 流 产 性 转录 〈 第 6 章 ) 的 长 度 仅 约 为 nt, 
而 无 阻 遏 物 时 ， 流 产 性 转录 物 的 长 度 约 为 9nt。 在 阻 
过 物 存在 条 件 下 能 够 形成 转录 本 〈 即 使 很 短 ) 的 事 
实 有 力 地 支持 了 以 下 结论 : 至 少 在 体外 实验 条 件 下 ， 
“SAFER H, RNA 聚合 酶 确实 能 够 与 lac 启动 
FAR. GFLBAR HUM, AB Whe BH RNA 
聚合 酶 限定 在 只 能 合成 流产 性 转录 物 的 无 效 生产 状 
态 ， 从 而 阻 断 了 lac 操纵 子 的 转录 。 这 样 RNA 聚合 
酶 就 不 可 能 进入 转录 延伸 阶段 。 

在 Lee 和 Goldfarb 以 及 其 他 研究 者 采用 的 研究 方 
案 中 ， 存 在 着 一 个 问题 即 实验 是 在 离 体 非 生理 状态 下 
进行 的 。 例 如 ， 蛋 白质 (RNA RAN, MRH) 浓 
度 要 比 体内 的 浓度 高 。 为 解决 这 个 问题 ，Thomas Re- 
cond 及 同事 在 尽量 是 体内 外 条 件 一 致 的 基础 上 开展 了 
离 体 动力 学 研究 。 先 于 体外 使 RNA 聚合 酶 与 lac 启 
动 子 形成 复合 体 ， 然 后 测定 复合 体 独自 合成 流产 性 转 
录 物 的 速率 ， 或 者 在 添加 肝素 或 lac 阻 过 物 的 情况 下 
合成 流产 性 的 转录 物 的 速率 。 为 测定 转录 速率 ， 研 究 
者 在 反应 体系 中 添加 了 UTP 的 同系 物 "pppPU， 即 Y- 
磷酸 具有 一 个 荧光 标签 的 UTP， 当 UMP A8) 
RNA 链 中 后 ,"pppU 就 释放 出 带 有 标签 的 焦 磷酸 
("pp)， 使 体系 中 的 荧光 强度 增加 。 图 7. 9 的 结果 表 
明 ， 在 无 竞争 者 存在 的 情况 下 ， 流 产 性 转录 物 的 合成 
维持 在 一 个 较 高 的 水 平 上 ， 但 在 肝素 或 阻 过 物 存在 
时 ， 转 录 的 水 平 就 会 迅速 下 降 。 

Record 及 同事 对 这 些 结果 的 解释 如 下 : 聚合 
酶 -启动 子 复合 物 与 游离 的 聚合 酶 、 启 动 子 三 者 处 于 
平衡 状态 ， 竞 争 者 不 存在 时 〈 曲 线 1)， 解 离 的 聚合 
酶 能 够 重新 与 启动 子 结合 ， 继 续 进行 流产 性 转录 物 
的 合成 。 然 而 ,肝素 《曲线 2) MAREA (HR 
3) 可 阻止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 重新 结合 。 肝 素 
通过 与 聚合 酶 结合 而 阻止 了 聚合 酶 与 DNA 的 结合 : 
阻 过 蛋白 可 能 是 通过 与 邻近 启动 子 的 操纵 基因 结合 
而 阻止 了 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。 由 此 可 见 ， 
这 些 研究 数据 支持 了 过 去 所 认为 的 RNA 聚合 酶 与 
阻 过 蛋白 之 间 存 在 竞争 的 假说 。 

对 /ac 阻 过 物 作用 机 制 的 研究 迁 回 曲折 ， 最 新 
研究 结果 表明 最 初 的 竞争 假说 是 正确 的 ， 但 这 还 不 
是 阻 过 机 制 研究 的 尾声 。 

lac 操纵 子 阻 过 机 制 的 另 一 个 因素 是 存在 3 个 操 
纵 基因 而 不 是 1 个 ， 即 位 于 转录 起 始 位 点 附近 的 主 操 


0 


2 4 
时 间 /(s, 以 千 计 ) 
图 7.9 lac (ROR RNA 聚合 酶 与 lac 启动 子 解 离 
的 影响 。Record 及 同事 将 RNA 聚合 酶 与 含有 lac 启 
动 子 和 操纵 基因 序列 的 DNA 片段 混合 ， 形 成 RNA 
聚合 酶 -lac 启动 子 复合 体 。 在 Y 磷 带 有 荧光 标签 的 
UTP 类 似 物 "pppU 存在 情况 下 , 让 复合 体 转录 DNA 
片段 合成 流产 性 转录 物 。 当 UMP BA RNA 链 时 ， 
释放 标记 的 焦 磷酸 Cpp) 使 荧光 强度 增加 。 实 验 分 3 
组 : 无 添加 物 〈 曲 线 1); 加 入 肝素 ， 与 从 DNA 解 离 
的 RNA 聚合 酶 结合 而 阻止 转录 重新 起 始 〈 曲 线 2); 
添加 低 浓度 lac PAIR (HHA 3); 无 DNA 实验 为 对 
照 曲线 4)。 同 肝素 一 样 ， 阻 过 物 也 能 抑制 中 断 转录 
的 重新 起 始 ， 表 明 阻 晕 物 可 阻 断 解 离 RNA 聚合 酶 与 
启动 子 的 重新 结合 。( Source: Adapted from Schlax, 
P. J. , Capp, M. W. , and M. T. Record, Jr. Inhibition of 
transcription initiation by Zac repressor, Journal of Mo- 
lecular Biology 245:331-50) 


纵 基因 (major operator) 和 2 个 辅 操纵 基因 Cauxilia~ 
ry operator) 分 别 位 于 转录 起 始 位 点 的 上 游 和 下 游 。 
图 7.10 给 出 了 这 3 个 操纵 基因 的 空间 排列 ， 典 型 
CE) 操纵 基因 O 以 十 11 为 序列 中 心 ， 下 游 辅 操纵 
基因 O 以 十 412 为 序列 中 心 ， 上 游 辅 操纵 基因 O, 以 

82 为 序列 中 心 。 我 们 已 讨论 过 主 操纵 基因 及 其 作 


( 
a acl lacZ 


-82 +11 
p—|O2,- 


82 
Pem — 
外 


O, 5 AATTGTGAGCGGATAACAATT 3 
O, 5 AAaTGTGAGCGagTAACAAcc 3 
O; 5 ggcaGTGAGCGcAacgCAATT 3 

图 7.10 3 个 lac 操纵 基因 。(a) lac 调控 区 的 遗 

AERE. ERALA (O) 为 红色 ，2 个 辅 操纵 

基因 为 紫色 ; CAP 结合 位 点 和 RNA 聚合 酶 结合 

位 点 分 别 为 黄色 和 蓝 色 。CAP 是 lac 操纵 子 的 正 

调控 因子 ， 本 章 下 一 节 再 做 讨论 。 (b) 3 个 操纵 

基因 的 序列 。3 个 操纵 基因 的 序列 比 对 ， 粗 体 G 

为 序列 的 中 心 ， 在 2 个 辅 操纵 基因 (OMO) 序 

列 中 的 小 写字 母 表示 与 主 操纵 基因 不 同 的 碱 基 。 
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用 , 研究 者 一 般 认为 主 操纵 基因 单独 发 挥 作用 。 
Benno Miiller-Hill 和 其 他 研究 者 近来 对 辅 操 纵 基因 
进行 了 较为 详尽 的 研究 ， 发 现 辅 操纵 基因 并 不 是 主 
操纵 基因 无 关 紧要 的 拷贝 ， 它 们 在 阻 抑 过 程 中 起 重 
要 作用 。Miiller Hill 及 同事 通过 研究 证 实 了 辅 操纵 
基因 的 作用 ， 如 果 除 去 其 中 的 任何 一 个 辅 操纵 基因 ， 
只 会 轻微 降低 阻 遇 效率 。 但 是 ， 如 果 同 时 去 除 2 个 
辅 操纵 基因 ， 则 会 使 阻 过 效率 降 为 原先 的 1/50。 
7. 11 显示 了 这 些 实验 结果 : 3 个 操纵 基因 同时 存在 
时 ， 抑 制 转录 的 效率 提高 了 1300 倍 ; 只 有 2 操纵 基 
因 存 在 时 会 使 抑制 转录 的 效率 提高 400 一 700 倍 ; 而 


因 间 的 协同 关系 提供 了 结构 基础 。 他 们 检测 了 lac 
阻 过 物 与 包含 操纵 基因 序列 的 21bp DNA 片段 形成 
复合 体 的 晶体 结构 。 从 图 7. 12 可 以 看 出 ， 四 聚 体 阻 
过 物 中 2 个 二 聚 体 都 是 相互 独立 的 DNA 结合 实体 ， 
能 够 与 DNA 大 沟 相 互 作用 。 也 可 以 清楚 地 看 出 
聚 体 中 两 个 二 聚 体 分 别 与 两 个 不 同 的 操纵 基因 序列 
相 结合 ， 这 就 很 容易 理解 为 什么 这 两 个 操纵 基因 是 
同一 条 长 DNA 片段 中 的 一 部 分 。 


水 结 “有 两 种 竞争 假说 解释 了 lac 操纵 子 的 
抑制 机 制 。 一 种 认为 ， 阻 过 物 存在 时 RNA 聚合 


主 操纵 基因 自身 抑制 转录 的 效率 仅 为 18 倍 。 


1996 年 ，Mitchell Lewis 及 同事 为 3 个 操纵 基 


阻 过 倍数 


1300 


酶 与 ac 启动 子 结合 ， 但 阻 歇 物 抑 制 了 RNA 聚合 
酶 由 流产 性 转录 向 进行 性 转录 的 过 渡 ; 另 一 种 认 


图 7.11 3 个 lac 操纵 基因 的 突变 效应 。MullerHill 及 
同事 将 野生 型 和 突变 型 lac 操纵 子 片段 插入 和 噬菌体 
DNA， 然 后 侵 染 E. coli 细胞， 使 噬菌体 处 于 溶 源 周 期 
《第 8 章 )。 将 包含 3 个 操纵 基因 和 lacZ 基因 的 lac 操纵 
子 片 段 整合 到 细菌 基因 组 中 ,细菌 基因 组 不 含有 其 他 
lacZ ÆR, 但 拥有 野生 型 lacl 基因 。 分析 BOR SUE N 
在 诱导 物 IPTG 有 或 无 条 件 下 的 合成 情况 ， 根 据 酶 的 活 
性 推 知 阻 歇 效率 。 图 右 侧 为 两 种 条 件 下 阻 过 活性 的 比率 。 
当 3 个 操纵 基因 都 存在 时 ， 有 诱导 物 时 酶 活性 是 无 诱导 
物 时 酶 活性 的 1300 倍 ， 即 阻 巡 效率 达 1300 倍 ; AEwt123 
(顶部 ) 携带 3 个 野生 型 操纵 基因 〈 绿 色 )， 其 他 噬菌体 
缺失 1 个 或 多 个 操纵 基因 〈 红 色 X)。(Source，Adapted 
from Oehler, S, E.R. Eismann, H. Kramer, and B 
Miiller-Hill. 1990. The three operators of the lac operon 
cooperate in repression. The EMBO Journal 9; 973-79. ) 


图 7.12 结合 有 两 个 操纵 基因 片段 的 lac BERRA. Lewis, Lu 及 同事 对 结合 DNA 
的 lac 阻 过 物 进行 X 射线 衍射 晶体 学 分 析 ， 长 21bp 的 DNA 片段 包含 操纵 基因 序列 。4 个 阻 台 
物 单 体 分 别 用 紫色 、 绿 色 、 黄 色 、 红 色 表 示 。2 个 阻 过 物 二 到 体 在 底部 相互 作用 形成 四 聚 体 ， 
每 个 二 聚 体 拥 有 2 个 DNA 结合 域 ， 从 结构 图 顶部 可 以 看 出 二 聚 体 与 DNA 大 沟 相 互 作用 。 该 


结构 清楚 地 显示 2 个 二 聚 体 分 别 独立 地 与 不 同 Lac 操纵 基因 结合 


e (a) 和 (b) 为 同一 结构 的 


前 视图 和 侧 视 图 。 (Source: Lewis et al. ，Crystal structure of the lactose operon processor and 
its complexes with DNA and inducer. Science 271 (1 Mar 1996), f.6, p.125. © AAAS.) 
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为 ， 阻 遇 物 与 操纵 基因 相 结合 ， 阻 碍 RNA RS 
酶 与 邻近 操纵 基因 的 启动 子 结合 。 最 近 的 研究 支 
持 后 者 。 除 了 与 启动 子 相 邻 的 典型 〈 主 》 操 维基 
因 外 ， 还 存在 2 个 辅 操纵 基因 ， 分 别 位 于 转录 起 
始 位 点 的 上 游 和 下 游 。 这 3 个 操纵 基因 都 是 高 效 
BA PLAGE, PAP PRA AE Tt SS BH Ee, 
较 理想 的 ， 主 操纵 基因 自身 只 能 引发 中 等 水 平 的 
阻 遇 效应 。 


lac 操纵 子 的 正 调控 


在 本 章 前 面 我 们 已 经 了 解 到 只 要 有 葡萄 糖 存在 ， 
下 ,coli 细胞 就 能 够 保持 乳糖 操纵 子 处 于 相对 失 活 状 
态 。E. coli 细 胞 优先 利用 葡萄 糖 作为 能 源 ， 而 不 用 
其 他 碳 源 ， 这 种 选择 是 由 葡萄 糖 的 降解 产物 或 代谢 
产物 〈catabolite) 控制 的 ， 所 以 将 这 种 调控 方式 称 
为 代谢 阻 遇 (catabolite repression) . 

理想 的 Lac 操纵 子 正 调控 因子 应 该 能 感知 葡萄 
糖 缺 乏 ， 并 通过 激活 lac 启动 子 做 出 应 答 ， 使 RNA 
聚合 酶 与 启动 子 结合 而 转录 结构 基因 〈 当 然 ， 前 提 
条 件 是 假定 有 乳糖 存在 ， 阻 过 物 因而 不 能 与 操纵 基 
因 结 合 ) 。 能 够 对 葡萄 糖 浓度 变化 做 出 应 答 的 物质 是 
环 化 腺 苷 酸 (cyclicAMP，cAMP) (图 7. 13)。 当 葡 
葡 糖 浓度 降低 时 ，cAMP 浓度 增加 。 

代谢 物 激活 蛋白 ”Ira Pastan 及 同事 通过 研究 表 
明 ，cAMP 能 够 克服 lac 以 及 gal, ara 等 操纵 子 的 
代谢 物 阻 过 效应 。gal Mara 操纵 子 分 别 控制 半 和 乳糖 
和 阿拉 伯 糖 的 代谢 。 也 就 是 说 ， 即 使 在 有 葡萄 糖 存 
在 的 情况 下 ，cAMP 也 能 使 操纵 子 中 的 结构 基因 活 
化 。 这 一 发 现 暗示 CAMP 对 lac 操纵 子 具 有 强烈 的 
正 调控 效应 。 这 是 否 意味 着 CAMP 就 是 正 效应 物 ? 
但 这 并 不 准确 ， 因 为 lac 操纵 子 的 正 调控 因子 实质 
是 一 个 复合 体 ， 由 cAMP 和 蛋白 质 因子 两 部 分 
构成 。 
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图 7.13 KERE 
酸 cAMP。 注 意图 中 
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Ceoffrey Zubay 及 同事 研究 发 现 ， 在 提供 cAMP 
WEF. E. coli 的 无 细胞 粗 提 物 能 够 合成 B 半 乳糖 
苷 酶 ， 这 一 发 现 为 从 E. coli 的 无 细胞 粗 提 物 中 获得 
CAMP 激活 结构 基因 表达 所 必需 的 蛋白 质 提供 了 思 
路 。Zubay 将 这 种 蛋白 质 称 为 代谢 激活 蛋白 〈catabo- 
lite activator protein，CAP) ， 后 来 ，Pastan 研究 小 组 也 
发 现 了 这 种 蛋白 质 并 命名 为 环 腺 苷 酸 受 体 蛋 白 〈cyclic 
AMP receptor protein, CRP). AERA. EUEN 


讨论 的 研究 实验 中 均 将 这 种 蛋白 质 称 为 CAP， 但 是 编 
码 该 蛋白 质 的 基因 已 被 正式 命名 为 crpe 

Pastan 测定 出 CAP-cAMP 复合 物 的 解 离 常 数 为 
1X107f~1X 10™ mol/L, Pastan 发 现 CAP-cAMP 
复合 体 的 解 离 常数 为 1~2X10“*mol/L， 但 研究 者 
也 分 离 获 得 了 一 株 突变 体 ， 该 突变 体 的 CAP 与 
cAMP 间 的 结合 力 大 约 为 原先 的 1/10， 如 果 CAP- 
cAMP 确实 是 lac 操纵 子 正 调控 的 重要 因子 ， 那 么 ， 
向 突变 体 的 无 细胞 提取 物 添加 CAMP 后 ， 其 B 半 乳 
糖 背 酶 的 合成 量 就 应 低 于 野生 型 无 细胞 提取 物 的 
半 乳 糖苷 酶 合成 量 。 图 7. 14 显示 实验 结果 的 确 如 
此 。 为 使 这 一 结论 更 加 可 信 ，Pastan 证 明 突变 株 提 
取 物 ( 加 cAMP) 加 入 野生 型 CAP E, PERIE 
酶 的 合成 率 提高 约 3 倍 。 
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图 7.14 cAMP 与 野生 型 和 突变 型 CAP 均 能 促进 
BEF TM AM. Pastan 及 同事 逐渐 增加 
cAMP 浓度 ， 激 活 野生 型 和 突变 体 无 细胞 提取 物 生 
产 有 半 乳 糖苷 酶 。 红 色 表 示 野 生 型 ， 绿 色 表示 突变 
体 (CAP 对 cAMP 的 亲和力 降低 了 )。 突 变 体 产生 
很 少 的 B 半 乳糖 苷 酶 ， 如 果 CAP-cAMP 复合 物 在 
lac 操纵 子 转录 中 具有 重要 作用 ， 那 么 这 一 结果 正 
是 我 们 所 期 望 的 。 在 野生 型 细胞 提取 物 中 ， 太 多 
cAMP 明显 干扰 了 B 半 乳糖 苷 酶 的 合成 ， 这 不 奇 
怪 ， 因 为 cAMP 有 很 多 作用 ， 一 些 cAMP 可 能 间 
接 抑制 了 lacZ 基因 体外 表达 的 某 些 步骤 。(Sovrce: 
Adapted from Emmer, M. , et al., Cyclic AMP 
receptor protein of E.coli; Its role in the synthesis 
of inducible enzymes, Proceedings of the National 
Academy of Sciences 66 (2): 480-487, June 
1970. ) 
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小 结 lac 操纵 子 及 其 他 几 种 编码 糖 代 谢 酶 
的 可 诱导 型 操纵 子 ， 其 正 调控 由 代谢 物 激活 蛋白 
(CAP) 所 介 导 ， 该 蛋白 和 cAMP 共同 激活 转录 。 
葡萄 权能 够 降低 cAMP 的 深度， 抑制 转录 的 激 
活 。 只 有 当 葡萄 糖 浓度 很 低 ， 且 需要 代谢 另 一 种 
能 源 时 ，luc 操纵 子 才 被 激活 。 


CAP 的 作用 机 制 


CAP 和 cAMP 如 何 促进 lac 操纵 子 转录 ? 
Zubay 及 同事 发 现 了 一 类 lac 突变 体 , 其 CAP 和 
cAMP 不 能 促进 lac 操纵 子 转录 。 遗 传 作 图 发 现 突 
变 位 于 lac 启动 子 上 ， 表 明 CAP-cAMP 复合 体 的 结 
合 位 点 在 lac 启动 子 内 ， 随 后 的 分 子 生物 学 研究 显 
示 ，CAP-cAMP 的 结合 位 点 [激活 因子 结合 位 点 
(activator-binding site)] 位 于 启动 子 的 上 游 。Pastan 
及 同事 进一步 研究 表明 CAP-cAMP 与 激活 因子 位 点 
的 结合 有 助 于 RNA 聚合 酶 在 启动 子 处 形成 开放 启 
(a) 无 CAP 和 cAMP 


(b) + CAP + cAMP 


一 利 福 平 
CEM 


动 子 复合 体 。 

图 7.15 描述 了 实验 过 程 。 首 先 ， 在 CAP- 
cAMP 有 或 无 两 种 情况 下 使 RNA RAMS lac 启动 
子 结合 ， 然 后 向 反应 体系 中 同时 添加 核 苷 酸 和 利 福 
平 ， 分 析 开 放 启动 子 复合 体 是 否 形成 。 如 果 在 利 福 
平 加 入 之 前 无 开放 启动 子 复合 体形 成 ， 则 利 福 平抑 
制 了 转录 起 始 ， 因 为 DNA MMA K, Ki 
使 抗生素 在 转录 起 始 前 抑制 RNA 聚合 酶 的 活性 。 
然而 ， 如 果 在 利 福 平 加 入 前 开放 启动 子 复合 体 已 形 
成 ， 那 么 该 复合 体 就 能 够 进行 核 苷 酸 的 聚合 
核 苷 酸 先 于 抗生素 与 RNA 聚合 酶 结合 ， 使 RNA 
合 酶 能 够 起 始 转录 。 一 旦 起 始 了 RNA 链 的 合成 ， 
RNA 聚合 酶 就 会 获得 利 福 平 抗 性 ， 直 至 完成 RNA 
链 的 合成 。 事 实 上 ，Pastan 及 同事 发 现 ， 在 缺乏 
CAP-cAMP 情况 下 形成 的 聚合 酶 -启动 子 复 合体 对 
利 福 平 敏感 ， 说 明 未 形成 开放 启动 子 复合 体 。 而 
CAP-cAMP 存在 时 形成 利 福 平 抗 性 开放 启动 子 复 
合体 。 


无 转录 


eR 


ES 


图 7.15 CAP 5 cAMP 协同 促进 开放 启动 子 复合 体 的 形成 。(a) 无 CAP 时 ，RNA RANSA 
lac 启动 子 DNA 片段 随机 松散 地 结合 ， 在 同时 加 入 利 福 平 及 核 苷 酸 后 ， 这 种 结合 受 利 福 平抑 制 ， 
因此 无 转录 发 生 ;b) 有 CAP 和 cAMP (紫色 ) 存在 时 ，RNA 聚合 酶 与 lac 启动 子 结合 形成 开 


放 启 动 子 复合 体 ， 在 同时 加 入 利 福 平 及 核 苷 酸 后 ， 
利 福 平 与 聚合 酶 结合 ， 使 开放 启动 子 复合 体能 够 启 


这 种 结合 不 受 利 福 平抑 制 ， 因 为 核 背 酸 先 于 
动 核 背 酸 聚 合 。 一 旦 第 一 个 磷酸 二 酯 键 形成 ， 


RNA 聚合 酶 在 重新 起 始 转录 前 一 直 具 有 利 福 平 抗 性 。 在 这 些 条 件 下 能 够 转录 ， 表 明 CAP 和 


cAMP 促进 开放 启动 子 复合 体形 成 。 绿 色 线条 代表 


图 7. 15b 显示 ，CAP-cAMP 二 聚 体 结 合 在 左 侧 
的 激活 因子 位 点 上 ， 聚 合 酶 结合 在 右 侧 的 启动 子 上 。 
我 们 如 何 知道 这 就 是 CAP-cAMP 及 RNA RANE 
DNA 上 的 正确 结合 顺序 呢 ? 最初 证 据 来 自 遗 传 学 实 
验 。 启 动 子 的 左 侧 序列 突变 ， 可 阻止 CAP-cAMP 对 
转录 的 促进 作用 ， 但 仍 存在 低 水 平 转录 。 如 图 7. 16 
所 示 ， 缺 失 突 变 体 LI 完全 消除 了 CAP 和 cAMP 对 
lac 操纵 子 的 正 调控 作用 ， 说 明 CAP 结合 位 点 至 少 
部 分 位 于 删除 区 域内 。 而 L1 的 缺失 对 CAP 非 依赖 
人 性 转录 没有 影响 ， 所 以 删除 区 域 不 包括 与 RNA R 
合 酶 结合 的 启动 子 部 分 。 因 此 ， 缺 失 序 列 的 右 末端 
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RNA 分 子 。 


大 体 上 就 是 激活 因子 结合 位 点 与 启动 子 之 间 的 分 
界线 。 

lac, gal 和 ara 操纵 子 的 CAP 结合 位 点 均 含有 
TGTGA 序列 ， 保 守 性 表明 TGTGA 序列 是 CAP 结 
合 位 点 的 重要 组 成 部 分 ， 目 前 已 有 直接 证 据 证 明 该 
序列 的 重要 性 。 例如，DNA 足迹 研究 表明 ，CAP- 
cAMP 复合 体 的 结合 能 够 保护 该 序列 中 的 G 免 受 硫 
酸 二 甲 酷 的 甲 基 化 修饰 ， 说 明 CAP-cAMP 复合 体 与 
G 紧密 结合 ， 使 G 免 受 甲 基 化 试剂 的 攻击 。 

lac 操纵 子 及 其 他 能 受 CAP 和 cAMP 激活 的 操 
纵 子 都 具有 非常 弱 的 启动 子 ， 其 一 35 框 与 保守 序列 


不 同 ， 很 难 识别 。 其 实 这 种 情形 并 不 足 为 奇 ， 因 为 ， 
如 果 lac 操纵 子 拥 有 一 个 很 强 的 启动 子 ， 那 么 无 需 
CAP 和 cAMP 帮助 ，RNA 聚合 酶 自身 就 能 结合 

动 子 而 形成 开放 启动 子 复合 体 ， 这 样 即使 存在 葡萄 


HE, lac 操纵 子 也 处 于 激活 状态 。 所 以 该 启动 子 必须 
是 依赖 于 CAP Al cAMP 的 弱 启动 子 。 事 实 上 ， 已 发 
现存 在 不 依赖 于 CAP 和 cAMP 的 lac 强 突变 启动 子 
(如 lac UV5 启动 子 ) 。 


激活 子 结合 位 点 启动 子 
RAS EE 
结合 位 点 ) 操纵 基因 lacZ 3 


laci (CAP 结 合 位 点 ) 
”em 一 
L1 缺 失 1 
图 7.16 lac 调控 区 。 紧 邻 操纵 基因 上 游 的 激活 子 启动 子 区 域 包含 有 位 于 左 侧 的 激活 子 结合 位 点 (CAP 结合 
位 点 ) (黄色 )、 位 于 右 侧 的 启动 子 〈 聚 合 酶 结合 位 点 ) (紫色 )。 这 些 位 点 是 通过 DNA 足迹 实验 和 遗传 学 分 析 
而 确定 的 。L1 缺失 突变 就 是 遗传 学 分 析 的 一 个 事例 ，L1 突变 体 的 Lac 操纵 子 存在 本 底 水 平 的 转录 ， 但 不 会 被 


CAP 和 cAMP 所 促进 ， 说 明 该 突变 体 具有 完整 的 启动 子 序 例 ， 但 激活 子 结合 位 点 发 生 了 缺失 。 


小 结 CAP-cAMP 复合 体 通过 结合 在 邻近 启 
动 子 的 激活 因子 结合 位 点 上 而 促进 lac 操纵 子 的 
转录 ,这 种 结合 也 有 助 于 RNA RAMS aT 
的 结合 。 
募集 CAP-cAMP 复合 体 如 何 将 RNA RA 
募集 到 启动 子 上 ? 这 种 募集 作用 (recruitment) 包 
括 两 步 ，@ 形 成 闭合 启动 子 复合 体 ; @ 将 闭合 启动 
子 复合 体 转 换 为 开放 启动 子 复合 体 。Wiliam Me- 
Clure 及 同事 将 这 两 步 过 程 归 纳 为 如 下 反应 式 : 
REP eee RPc*RPo 


RP, RAC RNA RAB, P 代表 启动 子 ，RPc 代 
表 闭 合 启动 子 复合 体 ; RPo 代表 开放 启动 子 复合 体 。 
McClure 及 同事 利用 动力 学 方法 来 区 分 这 两 步 反 应 ， 
确定 CAP-cAMP 通过 提高 Ks 而 直接 促进 第 一 步 反 
应 ， 但 对 心 几乎 没有 影响 ， 所 以 不 会 促进 第 二 步 反 
应 。 虽 然 如 此 ， 通 过 提高 闭合 启动 子 复合 体 的 形成 速 
Æ, CAP-cAMP 为 开放 启动 子 复合 体 的 转换 提供 了 
更 多 原料 〈 即 闭合 启动 子 复合 体 )。CAP-cAMP 的 净 
效应 是 增加 开放 启动 子 复合 体 的 形成 速率 。 

Philip Malan 和 McClure 也 证 明 CAP-cAMP 还 有 
另 一 种 方式 促进 乳糖 操纵 子 转录 。William Reznikoff 
及 同事 在 1978 年 就 已 证 实 乳糖 操纵 子 在 主 启动 子 上 
游 22bp 处 有 另 一 个 可 选择 性 启动 子 。McClure 将 主 
启动 子 命 名 为 P  ， 可 选择 性 启动 子 命名 为 已 。Malan 
和 McClure 的 体外 转录 实验 表明 ，CAP-cAMP 降低 P; 
处 的 转录 起 始 ， 而 促进 P 处 的 转录 起 始 。 因 为 Pe 似 
乎 是 个 无 效 启动 子 ， 能 够 限定 聚合 酶 结合 的 数量 ， 使 
更 多 的 游离 聚合 酶 与 更 有 效 的 启动 子 Pl 结合， 从 而 提 
高 lac 操纵 子 的 转录 ， 这 就 是 CAP-cAMP 可 能 的 作用 
机 制 。 

结合 在 激活 子 结合 位 点 上 的 CAP-cAMP 如 何 辅 
Bh RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 ? 一 种 长 期 被 支持 


的 假说 认为 ， 当 CAP 和 RNA 聚合 酶 与 各 自 的 DNA 
靶 位 点 结合 后 ， 两 者 会 发 生 直接 的 接触 ， 因 此 它们 
与 DNA 的 结合 具有 协同 效应 。 

这 一 假说 获得 了 较 多 实验 证 据 的 支持 。 第 一 ， 
在 有 cAMP 时 ， 通 过 超速 离心 可 使 CAP 和 RNA R 
合 酶 共 沉淀 ， 表 明 两 者 之 间 具 有 亲 和 性 。 第 二 ， 当 
CAP 和 RNA 聚合 酶 与 各 自 的 DNA 靶 位 点 结合 后 ， 
被 此 能 发 生化 学 交 联 ， 表 明 两 者 彼此 十 分 舍 近 。 第 
Z=, DNase 足迹 实验 (第 5 章 ) 显示 CAP-cAMP 的 
足迹 与 聚合 酶 的 足迹 相 邻 。 因 此 两 者 的 DNA 结合 
位 点 距离 很 近 ， 足 以 使 它们 在 各 自 的 DNA 位 点 上 
结合 后 能 够 发 生 相互 作用 。 第 四 ， 某 些 CAP 突变 会 
降低 转录 激活 作用 ， 但 不 影响 与 DNA 的 结合 (或 
弯曲 )。 其 中 一 些 突变 改变 了 与 聚合 酶 相互 作用 的 
CAP 区 域 的 氨基 酸 [激活 区 域 activation region I 
(AR D]。 第 五 ， 推 测 与 CAP 的 AR I 相 互 作 用 的 位 
点 是 聚合 酶 亚 基 的 羧基 端 结构 域 (aCTD)， 人 缺失 
aCTD 可 阻止 CAP-cAMP 介 导 的 激活 作用 。 第 六 ， 
Richard Ebright 及 同事 在 2002 年 对 DNA、CAP- 
cAMP 和 RNA 聚合 酶 aCTD 复合 体 进行 X 射线 晶 
体 结构 分 析 ， 结 果 显 示 尽 管 CAP 与 RNA 聚合 酶 的 
界面 不 大 ， 但 AR 1 确实 与 CTD 相 接触 。 为 了 使 
aCTD 自己 结合 到 复合 体 上 ， 他 们 将 CAP 结合 位 点 
两 侧 的 碱 基 序列 变 成 富 含 A-T 序列 〈5' -AAAAAA- 
3 )， 以 便 吸 引 aCTD 结合 。 图 7. 17a 是 所 测定 的 晶 
体 结构 ，1 分 子 aCTD (aCTD™) 与 DNA 结合 ， 
另 1 分 子 oCTD (aCTDPAw'pAA) 与 DNA 和 CAP 都 
结合 。 后 一 种 情况 的 CTD 很 明显 与 CAP 的 AR I 
接触 ， 详 细 的 结构 分 析 准 确 地 确定 了 每 个 蛋白 质 中 
参与 相互 作用 的 氨基 酸 残 基 。 只 有 一 个 aCTD 单 体 
与 一 个 CAP 单 体 结合 是 体内 真实 情形 的 反应 ， 另 一 
个 aCTD 单 体 不 与 CAP 接触 或 者 是 晶体 结构 的 特 
征 ,或 者 是 体内 情况 就 是 如 此 。 
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在 图 7. 17a 中 另 一 点 值得 关注 的 是 当 CAP- 
cAMP 与 DNA 靶 位 点 结合 后 ， 引 起 DNA 片段 产生 
约 100" 的 弯曲 。 早 在 1991 年 ，Thomas Steitz 及 同 
事 在 缺 少 aCTD 的 CAP-cAMP-DNA 复合 体 晶 体 结 
构图 像 中 就 注意 到 了 DNA 弯曲 现象 。 在 Ebright 及 
同事 获得 CAP-cAMP-DNA 复合 体 的 晶体 结构 图 像 
中 同样 能 观察 到 DNA 弯曲 图 7. 17b)。 在 CAP- 
cAMP-aCTD-DNA 复合 体 和 CAP-cAMP-DNA 复合 
体 中 ，DNA 及 CAP 的 结构 完全 相同 ， 说 明 aCTD 
不 会 扰乱 复合 体 的 结构 。 

早 在 1984 年 ，Her-Ming Wu 和 Donald Crothers 
就 通过 电泳 检测 DNA Wh (detecting DNA bending by 
electrophoresis) (图 7.18), 4 DNA 片段 弯曲 后 , 其 
电泳 迁移 率 较 慢 ， 而 且 恋 曲 部 位 越 接近 DNA 片段 中 
部 ，DNA 分 子 的 迁移 率 就 越 慢 (图 7. 18b、c)。Wu 
和 Crothers 利用 不 同 构 型 的 DNA 分 子 电 泳 迁移 率 不 
同 的 特点 ， 制 备 了 lac 操纵 子 的 DNA 片段 ， 各 片段 
的 长 度 相同 ， 但 CAP 结合 位 点 不 同 。 然 后 使 每 一 
DNA 片 段 分 别 与 CAP-cAMP 结合 ， 对 形成 的 DNA- 
蛋白 质 复合 体 进行 凝 胶 电泳 。 如 果 CAP 的 结合 确实 
导致 DNA 弯曲 ， 那 么 不 同 的 DNA 片段 就 会 有 不 同 
的 电泳 迁移 率 。 如 果 CAP 的 结合 不 会 使 DNA BF ih, 
则 所 有 DNA 片段 具有 相同 电泳 迁移 率 。 图 7.19d 表 
明 不 同 DNA 片段 确实 具有 不 同 的 迁移 率 ， 而 且 DNA 
弯曲 越 显著 ， 电 泳 迁移 率 相差 越 大 。 换 句 话说 ， 根 据 
图 7. 18 提供 的 曲线 ， 可 以 估算 出 CAP-cAMP 结合 后 
引起 DNA 弯曲 的 程度 。CAP-cAMP 结合 可 使 DNA 
发 生 约 90" 的 弯曲 ， 与 X 射线 衍射 晶体 学 研究 得 出 的 
100* 容 曲 相 吻 合 。 这 种 弯曲 可 能 是 复合 体 中 DNA 与 
蛋白 质 发 生 最 佳 相互 作用 所 必需 的 。 

我 们 引用 的 所 有 研究 均 指出 了 CAP 与 RNA 聚合 
酶 ， 特 别 是 聚合 酶 的 aCTD 间 发 生 蛋 白质 -蛋白 质 相 
互 作 用 的 重要 性 。 该 假说 推测 CTD 缺失 突变 将 会 阻 
止 CAP-cAMP 对 转录 的 激活 。Kazuhiko Igarashi 和 
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CAP 

图 7.17 CAP-cAMP-aCTD-DNA 复合 体 及 CAP-cAMP-DNA 复合 体 的 晶体 结构 。 (a) CAP- 
cAMP-aCTD-DNA 复合 体 。DNA 为 红色 ，CAP 为 青色 ，cAMP HARER, CTD 为 
深 绿色 ，aCTDFAP PN 为 浅 绿 色 ; (b) CAP-cAMP-DNA 复合 体 。 各 部 分 的 颜色 同 图 (a). 
(Source; Benoff et al. , Science 297 © 2002 by the AAAS. ) 


Akira Ishihama 为 RNA 聚合 酶 oCTD 在 CAP-cAMP 
激活 转录 中 的 重要 性 提供 了 遗传 学 证 据 。 研 究 者 首先 
将 各 个 分 离 的 亚 基 在 体外 重组 为 功能 性 RNA BRAS 
各 亚 基 均 为 野生 型 ， 除 了 有 些 实验 中 a 亚 基 为 缺失 
CTD 的 突变 型 。 一 种 突变 型 a 亚 基 缺失 第 256 位 氨基 
酸 残 基 之 后 的 碳 末 端 序列 正常 a 亚 基 含有 329 个 所 
基 酸 )。 另 一 种 突变 型 a 亚 基 缺失 第 235 位 氨基 酸 残 
基 之 后 的 碳 末 端 序列 ， 然 后 利用 这 个 重组 的 RNA R 
合 酶 进行 体外 通读 转录 。 表 7. 2 为 体外 通读 转录 的 实 
验 结 果 ， 在 有 或 无 CAP-cAMP 时 用 野生 型 重组 酶 或 
突变 型 " 亚 基 的 重组 酶 在 CAP-cAMP 依赖 性 lac 启动 
F (PD 或 非 依赖 性 lac 启动 子 Cac UV5) 处 起 始 
转录 。 正 如 推测 的 那样 ，CAP-cAMP 不 能 促进 lac 
UV5 启动 子 的 转录 ， 因 为 lac UV5 是 一 个 强 启动 子 ， 
对 CAP-cAMP 不 敏感 。CAP-cAMP 能 够 使 lacP1 启 
动 子 的 转录 效率 提高 14 倍 。 有 趣 的 是 携带 截 短 型 a 
亚 基 的 重组 酶 在 无 CAP-cAMP 时 ， 从 任 一 启动 子 处 
起 始 的 转录 与 野生 型 聚合 酶 没有 区 别 ， 只 是 不 能 被 
CAP-cAMP 所 促进 。 由 此 可 见 ，oCTD 并 不 是 重组 功 
能 性 RNA 聚合 酶 所 必需 的 ， 即 aCTD 的 缺失 不 会 影 
响 重 组 酶 的 活性 , 但 oCTD 却 是 CAP-cAMP 发 挥 促 
进 转 录 功 能 所 必需 的 。 

图 7. 19 概述 了 激活 假说 的 要 点 。CAP-cAMP 二 
聚 体 在 与 其 激活 因子 位 点 结合 的 同时 ， 也 与 聚合 酶 a 
亚 基 的 C 端 (aCTD) 发 生 结合 ， 促 进 了 RNA 聚合 酶 
与 启动 子 的 结合 。 这 种 结合 可 能 同 CTD 4 DNA MY 
UP 元 件 的 结合 (第 6 章 ) 有 功能 对 等 效应 ， 因 而 能 
够 增强 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。 

可 促进 100 多 个 启动 子 起 始 转录 的 CAP 只 是 细 
菌 转录 激活 因子 中 的 一 员 ， 现 在 越 来 越 多 的 转录 激 
活 子 被 发 现 。 在 第 9 章 将 举例 详细 介绍 。 

小 结 “CAP-cAMP 与 激活 因子 结合 位 点 结合 
后 ,招募 RNA RANS lac 启动 子 结合 ， 形 成 闭 


(a) b) 


迁移 率 最 低 迁移 率 中 等 


理论 曲线 电泳 结果 


限制 陛 酶 切 位 点 的 位 置 /bp al \ 


| “弯曲 中 心 
889 0 0 ao 
限制 酶 酶 切 位 点 的 位 置 /bp 


图 7. 18 CAP-cAMP- 启 动 子 复合 体 的 电泳 特征 。(a) 假定 的 环形 DNA 图 谱 。 其 中 心 为 蛋白 质 结合 位 点 
(红色 )， 并 具有 4 个 不 同 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 〈 简 称 限制 酶 ) 的 酶 切 位 点 〈 箭 头 所 示 )。(b) 将 图 (a) 
所 示 的 DNA 分 子 用 限制 酶 进行 酶 切 ， 每 个 DNA 分 子 只 能 用 一 种 酶 进行 酶 切 。 然 后 加 入 DNA 结合 蛋 
白 , 使 DNA Bah. BRING 1 在 结合 位 点 的 对 面 将 DNA 分 子 切 割 ， 使 蛋白 质 结合 位 点 处 于 线性 DNA 的 
中 间 。 限 制 酶 2 和 4 切割 后 ， 使 蛋白 质 结合 位 点 远离 将 DNA 分 子 中 心 。 限 制 酶 3 在 结合 位 点 内 切割 ， 
几乎 不 引起 DNA 弯曲 ， 即 使 有 弯曲 也 是 十 分 轻微 的 弯曲 。 Co) 电泳 迁移 率 与 弯曲 发 生 在 不 同位 点 的 
DNA 的 理论 曲线 。 中 部 弯曲 的 DNA 迁移 率 最 低 〈 曲 线 的 两 端 )， 沿 y 轴 向 下 迁移 率 逐 渐 增加 。 (d) 
CAP-cAMP 与 lac 启动 子 在 不 同位 点 的 DNA 片段 结合 后 的 电泳 结果 。DNA 片段 中 lac 启动 子 的 位 置 取 
决 于 所 用 限制 酶 。 根 据 对 称 曲线 ，Wu 和 Crothers 推导 出 lac 启动 子 内 的 CAP-cAMP 结合 位 点 就 是 夸 
曲 中 心 。(Source: Wu, H.M. , and D. M. Crothers, The locus of sequence-directed and protein-induced 
DNA bending. Nature 308: 511, 1984.) 


PERT 图 7.19 CAP-cAMP 激活 lac 操纵 子 转录 的 假设 。 
CAP-cAMP ORE GKE) 结合 又 DNA 位 点 ，aCTD 
(红色 ) 与 CAP 蛋白 上 的 特异 位 点 〈 棕 色 ) 相互 作 

OQ 


A, SER T RAMS AFM MAA. (Source: A- 

$ J dapted from Busby, Sand R. H. Ebright, Promoter 

激活 子 结合 位 点 -35 -10 structure, promoter recognition, and transcription acti- 
vation in prokaryotes, Cell 79; 742, 1994. ) 


His 


合 启动 子 复合 体 ， 然 后 由 闭合 启动 子 复合 体 转 换 
为 开放 启动 子 复合 体 。CAP-cAMP 通过 与 RNA 
聚合 酶 的 CTD 发 生 蛋 白质 -蛋白 质 相互 作用 而 


招募 RNA RAMS FHA, CAP-cAMP 
SÆ DNA 结合 后 引起 DNA REH 100° i, 


表 7.2 CAP-cAMP 对 lacP1 转录 的 激活 


转录 本 (cpm) 


本 一 cAMP-CAP 


P1/UV5/% au 


PL Uvs PL 


BD 
UV5 一 cAMP-CAP +cAMP-CAP 


«WT 46 797 625 
a256 53 166 62 
235 51 760 45 


748 5.8 83. 6 14.4 
123 6.9 8.6 1.2 
643 6.7 7.0 1.0 


7.2 ara 操纵 子 


我 们 已 经 提 及 过 ，E. coli 的 ara RAF RAB 
的 另 一 类 代谢 物 阻 过 操纵 子 ， 能 够 编码 代谢 阿拉 伯 
糖 所 需 的 酶 。 与 lac 操纵 子 相 比 ，ara 操纵 子 具 有 一 
些 较为 有 趣 的 特征 。 第 一 ， 存 在 araO, 和 araO, 两 
个 操纵 基因 ， 其 中 araO 调节 控制 基因 araC 的 转 
录 ， 而 araCy 位 于 其 所 控制 的 启动 子 Pawo 上 游 远 处 
的 一 265 ~ 一 294， 发 挥 控制 转录 的 功能 。 第 二 ， 
CAP 结 合 位 点 位 于 ara 启动 子 上 游 约 200bp 处 ， 
CAP 具有 促进 转录 的 功能 。 第 三 ，ara 操纵 子 具有 
由 AraC 蛋白 介 导 的 负 调控 系统 。 


ara 操纵 子 的 阻 过 环 


araO; 如 何 调控 位 于 其 下 游 250bp 的 启动 子 转 
SR? 最 为 合理 的 解释 是 这 两 个 位 点 (操纵 基因 和 启 
动 子 ) 之 间 的 DNA 发 生 环 化 ， 如 图 7. 20a 所 示 。 事 
KE, 我们 已 经 掌握 了 有 关 DNA 发 生 环 化 的 证 据 。 
Robert Lobell 和 Robert Schleif 发 现 ， 如 果 将 具有 整数 
双 螺旋 转角 的 DNA 片段 〈10. 5 的 倍数 ) 插入 操纵 基 
因 与 启动 子 之 间 ， 操 纵 基 因 仍然 具有 正常 的 功能 。 然 
而 ， 如 果 插 入 非 整数 双 螺 旋转 角 〈 如 5bp 和 15bp) 的 
DNA 片段 时 ， 操 纵 基因 就 不 能 行使 其 功能 了 。 这 与 
下 列 一 般 观 点 是 一 致 的 ， 即 只 要 2 个 蛋白 质 结合 位 点 
位 于 DNA 双 螺 旋 的 同一 侧 ， 双 链 DNA 分 子 就 可 以 
通过 环 化 而 使 这 2 个 蛋白 质 结合 位 点 彼此 靠近 。 然 
m, DNA 分 子 不 可 能 扭转 180 "而 使 不 同 侧面 的 两 个 
位 点 拉 到 同一 面 侧 ， 然 后 再 通过 环 化 使 之 发 生 相 互 作 
用 (图 7. 20)。 从 这 一 点 上 看 ，DNA 就 像 一 段 僵硬 的 
晾 衣 线 ， 可 以 弯曲 ,但 不 易 扭曲 。 

图 7. 20 所 描述 的 简单 模型 中 假定 蛋白 质 首先 与 
两 个 相距 较 远 的 DNA 位 点 结合 ， 然 后 通过 蛋白 质 间 
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的 相互 作用 而 使 DNA 环 化 。 然 而 ，Lobell 和 Schleif 
研究 发 现 ， 实 际 情况 要 比 模型 复杂 得 多 。 事 实 上 ， 
ara 操纵 子 的 调控 蛋白 AraC 是 个 双 功 能 蛋白 质 ， 既 
可 作为 正 调 控 蛋 白 又 可 作为 负 调控 蛋白 ， 其 在 操纵 子 
上 具有 3 个 结合 位 点 ， 位 于 远 上 游 的 araO,、 定 位 在 
一 106 和 一 144 之 间 的 araO, 以 及 由 2 个 半 位 点 ara I 
(一 56 一 一 78》 和 ara I: (—35~—51) 组 成 的 aral. 
每 个 位 点 可 结合 1 个 AraC 单 体 。ara 操纵 子 包含 
araA~araD 4 个 结构 基因 ， 也 称 为 araCBAD 操纵 
子 。 其 中 araA, araB 和 araD 编码 阿拉 伯 糖 代谢 酶 ， 
从 启动 子 araPaerw 处 向 右 转录 。 另 一 个 基因 araC 编码 
调控 蛋白 AraC， 从 启动 子 araPc 处 向 左 转录 。 

在 阿拉 伯 糖 缺乏 时 ， 生 物体 不 需要 araBAD 基 
因 的 表达 产物 参与 糖 类 代谢 ， 因 此 AraC 蛋白 执行 
负 调 控 因 子 作 用 ， 结 合 在 ara, 和 aran 位 点 ， 引 
起 两 位 点 间 的 DNA 环 化 ,使 操纵 子 受阻 过 (图 
7.21b) 。 当 阿拉 伯 糖 存在 时 ， 阿 拉 伯 糖 与 AraC 蛋 
白 结合 使 其 构象 发 生 改变 ， 不 能 与 araO: 结 合 , 但 
能 结合 arah 和 arala, S S B IR (repression 
loop) k, RAF ABA (7.210), 45 lac 操纵 
F, AMMIHAREMRMEM, WA CAP- 
cAMP 复合 体 介 导 的 正 调控 。 图 7. 21c 显示 ， 该 复 
合体 结合 在 araP wn JA B FAYLI. CAP-cAMP 在 
araPaAp 启 动 子 较 远 处 结合 却 能 控制 转录 ，DNA 环 
化 可 能 是 合适 的 解释 。DNA 成 环 使 CAP 与 RNA R 
合 酶 接触 ， 进 而 促进 RNA RAMS RAF HAS. 


ara RAF iB KE 


ara 操纵 子 阻 遏 环 模型 的 证 据 是 什么 ? 首先 ， 
Lobell 和 Schleif 通过 凝 胶 电泳 研究 发 现 ， 在 阿拉 伯 糖 
缺乏 时 ，AraC 能 够 引起 DNA 环 化 。 在 实验 过 程 中 ，、 
研究 者 并 没有 使 用 E. coli 的 整个 DNA 基因 组 ， 而 是 
使 用 了 称 为 微 环 (minicircle) 的 长 404bp 的 超 螺旋 环 
JE DNAS F. MASA araO, Maran 位 点 ， 两 者 


AR GE) 和 蛋白 质 -蛋白 质 相 互 作用 结构 域 ( 蓝 色 ) 的 2 个 蛋白 质 与 其 靶 DNA 位 点 (红色) 结 
合 ， 处 于 DNA 双 螺 旋 的 同一 个 侧面 ， 两 个 结合 位 点 间 的 DNA 无 须 扭曲 即 可 环 化 ， 从 而 使 两 个 蛋白 质 
发 生 相互 作用 ;(b) 两 个 蛋白 质 的 结合 位 点 位 于 DNA 双 螺 旋 的 相反 侧面 ，DNA 没有 足够 的 柔韧 性 通 
过 扭曲 而 使 两 个 位 点 相互 靠近 ， 因 此 结合 在 DNA 分 子 化 的 两 个 蛋白 质 不 能 发 生 相互 作用 。 

a CAP 结 合 位 点 araPanp 
araC araQ, rad, | aral 


HEH oo} 


a Sf 
(b) -阿拉 伯 糖 NA 
Ce: iin 一 一 一 
O, P, h h 


(c) + 阿拉 伯 糖 


O, oO P, h k 


图 7. 21 ara 操纵 子 的 调控 。(a) ara 操纵 子 调控 区 图 谱 。 在 启动 子 araPa 上 游 区 域 有 4 个 调控 蛋白 
AraC 的 结合 位 点 (araO; 、araO, 、ara I 和 ara I2). ara C 基因 的 转录 在 araPe 起 始 由 右 向 左 进行 。(b) 
负 调控 。 当 阿拉 伯 糖 缺乏 时 ，AraC RAME GRG) 结合 在 araO. 和 aran 位 点 上 ， 引 起 DNA 弯曲 ， 
阻止 RNA RGM (CEMEG) 靠近 启动 子 。(c) 正 调控 。 阿 拉 伯 糖 (黑色 ) 与 AraC 蛋白 结合 使 其 构 
象 发 生 改 变 ， 以 二 聚 体形 式 与 aral 和 ara 结合 ,但 失去 了 与 araO, 结合 的 能 力 ， 由 此 打开 启动 子 〈 粉 
E) 使 RNA 聚合 酶 结合 。 如 果 葡萄 糖 缺 乏 ，CAP-cAMP 复合 体 〈 紫 色 和 黄色 ) 具有 较 高 浓度 足以 占据 
CAP 结合 位 点 ， 促 使 聚合 酶 与 启动 子 紧密 结合 ， 激 活 操纵 子 。 


相距 160bp。 然 后 向 体系 中 添加 AraC 蛋白 ， 利 用 环 的 高 迁移 速率 条 带 ， 对 应 于 环 化 的 微 环 。 


化 的 超 螺旋 DNA 其 电泳 迁移 率 比 未 环 化 的 同一 
DNA 分 子 电泳 迁移 率 快 的 事实 ， 分 析 加 入 AraC 后 
微 环 的 环 化 情况 。 图 7. 22 是 其 中 一 个 分 析 实验 的 结 
果 ， 对 比 泳 道 1 和 2 可 以 看 出 ， 加 入 AraC 产生 了 新 


该 实验 结果 还 表明 ， 成 环 的 稳定 性 取决 于 AraC 
同时 与 araOs 和 ara 位 点 的 结合 。Lobell 和 Schleif 分 
别 用 野生 型 微 环 DNA、araO, 位 点 突变 的 微 环 DNA 
以 及 ara: 位 点 突变 的 微 环 DNA 制备 了 成 环 复合 体 ， 
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野生 型 araO: 突 变 体 aral 突 变 体 
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图 7.22 ara, 和 ara; 突变 对 AraC 成 环 复合 体 稳定 性 的 影响 。 如 图 上 方 所 示 ，Lobell 和 Schleif 制备 了 
标记 的 微 环 DNA 分 子 〈 小 的 环形 DNA 分 子 )， 分 别 含有 野生 型 或 突变 型 AraC 蛋白 结合 位 点 。 然 后 向 
体系 中 添加 AraC 蛋白 ， 使 之 与 标记 DNA 形成 复合 体 。 再 加 入 过 量 的 含有 arar 位 点 的 未 标记 DNA fF 


为 竞争 者 ， 设 定 不 同 反应 时 间 。 最 后 将 蛋白 质 -DNA 复合 体 进行 凝 胶 电泳 处 理 ， 


检测 DNA 是 否 发 生 环 


化 。 成 环 DNA 分 子 因 比 未 成 环 DNA 分 子 具有 较 多 的 超 螺 旋 ， 因 而 电泳 迁移 速率 快 。 有 竞争 者 时 ， 即 
使 gomin 后 ， 野 生 型 DNA 仍然 保持 成 环 复 合体 。 相 反 ，AraC 与 突变 体 DNA 解 离 ， 成 环 复合 体 很 快 就 
会 消失 ,携带 araO, 突变 DNA 的 成 环 复合 体 持续 存在 的 时 间 少 于 lmin， 而 携带 aral 突变 DNA 的 成 环 
复合 体 在 10min 内 有 一 半 发 生 解 离 。 (Source; Lobell, R. B and Schleif, R. F., DNA looping and un- 
looping by AraC protein. Science 250 (1990), f.2, p.529. © AAAS. ) 


然后 向 体系 中 添加 过 量 未 标记 的 野生 型 微 环 DNA, 
观察 每 种 成 环 复合 体 的 解体 情况 。 泳 道 3 一 5 显示 在 
90min 内 ， 大 约 只 有 50% 的 成 环 复合 体 转化 为 成 环 
的 野生 型 微观 结构 ， 说 明 野 生 型 成 环 复合 体 的 半 衰 
期 约 为 00min。 与 之 相反 ，araO: 突变 微 环 从 成 环 
转换 为 开 环 的 时 间 不 到 lmin (比较 泳 道 7 和 8). 
aral 突变 体 的 半衰期 也 很 短 ， 少 于 10min。 因 此 ， 
araO: 位 点 和 ara; 位 点 参与 AraC 引发 的 DNA 环 
化 ， 其 中 任 一 个 发 生 突变 都 会 影响 DNA 环 化 。 

随后 ，Lobell 和 Schleif 研究 表明 ， 阿 拉 伯 糖 能 够 
破坏 阻 直 环 。 在 电泳 前 立即 向 体系 中 添加 阿拉 伯 糖 ， 
结果 在 凝 胶 上 对 应 成 环 DNA 分 子 的 条 带 消失 ,图 
7.23 显示 了 该 现象 。 如 果 去 除 阿拉 伯 糖 ， 即 使 环 被 
破坏 了 也 能 重新 形成 。 用 阿拉 伯 糖 阻止 DNA 环 化 ， 
然后 用 含 过 量 竞争 DNA 及 有 或 无 阿拉 伯 糖 的 缓冲 液 
稀释 DNA。 含 有 阿拉 伯 糖 的 缓冲 液 能 够 维持 DNA FF 
环 状 态 ， 而 无 阿拉 伯 糖 的 缓冲 液 中 DNA 稀释 到 一 定 
程度 后 ， 开 环 的 DNA 可 以 重新 环 化 。 通 常 ， 利 用 电 
泳 可 检测 DNA 成 环 情况 ， 图 7. 24 为 实验 结果 。 

通过 该 实验 可 得 出 一 个 重要 推论 : 1 个 AraC 二 
聚 体 足 以 保证 DNA 环 的 形成 。 因 为 最 初 的 AraC- 
DNA 复合 体 是 在 过 量 未 标记 DNA 和 阿拉 伯 糖 存在 
时 形成 的 ， 该 条 件 确保 了 1 个 AraC 二 聚 体 结合 在 
ara; 位 点 而 不 是 araO* 上 。 在 过 量 未 标记 DNA 阻 
止 游离 AraC 二 聚 体 与 araO; 位 点 结合 的 情况 下 也 能 
成 环 ， 说 明 最 初 结合 在 arat 上 的 AraC 二 聚 体 必 须 结 
AF) araO; 上 才能 引起 DNA 环 化 。Lobell 和 Schleif 
用 *S 标 记 AraC 蛋白 ,2P 标记 DNA， 然 后 测定 成 环 
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复合 体 中 每 种 同位 素 的 含量 。 化 学 计量 分 析 表 明 ， 每 
个 DNA 微 环 分 子 上 结合 了 一 个 AraC RE, 


(a) 无 有 在 溶液 中 将 (b) 无 有 ”在 凝 胶 中 将 
BOR Ara 浴 加 到 = 名 的 “Ara 未 加 到 
伯 伯 DNA 环 上 伯 伯 DNA 环 上 

L 

AraC - + - + 一 +t- + 
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未 环 化- oe aoe 
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"2 3 4 一 环 化 


1234 

图 7.23 阿拉 伯 糖 对 araO, 55 ara, 位 点 间 的 
DNA 环 的 破坏 。(a) Lobel 和 Schleif 在 电泳 前 将 阿 
拉 伯 糖 加 入 已 形成 DNA 环 的 体系 中 。 无 阿拉 伯 糖 
时 ，AraC 促 进 DNA 成 环 〈 泳 道 2 ， 有 阿拉 伯 糖 时 ， 
由 AraC 促进 形成 的 DNA 环 被 破坏 (Kilt 4). (b) 
电泳 开始 后 将 阿拉 伯 糖 加 入 到 凝 胶 中 。 同 样 ， 无 阿 
拉 伯 糖 时 ，AraC 能 够 促进 DNA 环 的 形成 〔 泳 道 2)， 
有 阿拉 伯 糖 时 ， 形 成 的 DNA 环 被 破坏 〈 泳 道 4)。 
Ara RIR BAHL AA HE. (Source: Lobell R.B , and 
Schleif R. F., DNA looping and unlooping by AraC 
protein. Science 250 (1990), f.4, p.530. © AAAS ) 


当 DNA 处 于 开 环 状态 时 ， 结 合 在 araO: 上 的 
单 体 AraC 会 怎样 呢 ? 很 显然 ，AraC 会 与 aral 位 

合 。 为 证 明 这 一 点 ，Lobell 和 Schleif 首先 通过 
甲 基 化 干扰 实验 (methylation interference) -证 实 ， 
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图 7.24 ARATA ASTRAY ATE. Lobell 和 
Schleif 用 AraC 和 标记 DNA 形成 环 ， 然 后 加 入 过 量 
未 标记 竞争 DNA， 再 加 入 阿拉 伯 糖 ， 用 不 含 或 含 阿 
拉 伯 糖 的 缓冲 液 稀释 实验 操作 流程 见 图 上 半 部 
分 。 泳 道 1， 先 于 AraC 加 入 竞争 者 ， 未 检测 到 成 环 
复合 体 , 沪 道 2， 加 入 AraC 后 再 加 入 竞争 者 ， 成 环 
复合 体 是 稳定 的 。 泳 道 3 和 4， 加 入 阿拉 伯 糖 和 竞 
争 剂 ， 复 合体 不 稳定 ， 环 断裂 。 泳 道 5 和 6， 用 不 仿 
阿拉 伯 糖 的 绥 冲 液 稀释 体系 中 的 阿拉 伯 糖 ， 成 环 复合 
体重 新 形成 。 (Source: Lobell R. R, and Schleif 
RF., DNA looping and unlooping by AraC pro- 
tein Science 250 (1990), f.5, p.530. © AAAS ) 


在 开 环 时 ，AraC 与 aral 结合 ,但 不 会 与 aral; 结 
合 。 实验 的 策略 是 先 使 微 环 DNA 发 生 部 分 甲 基 化 
修饰 ， 然 后 加 入 AraC 使 DNA 环 化 ， 电 泳 分 离 成 环 
DNA 和 未 成 环 DNA， 然 后 用 特定 试剂 在 甲 基 化 位 
点 处 切割 成 环 DNA 和 未 成 环 DNA。 因 为 在 这 些 重 
要 位 点 的 甲 基 化 修饰 会 阻 断 DNA 成 环 ， 所 以 在 成 
环 DNA 中 参与 成 环 的 重要 位 点 不 被 甲 基 化 ， 而 在 
未 成 环 DNA 中 这 些 位 点 被 甲 基 化 。 事实 上 , 在 
aral 位 点 内 存在 有 2 个 碱 基 ， 其 在 未 成 环 DNA 分 
子 中 是 高 度 甲 基 化 的 ， 而 在 成 环 DNA 分 子 中 只 发 
生 轻 微 甲 基 化 修饰 。 与 之 相反 ， 在 arh 位 点 没有 
发 现 具有 这 种 行为 的 碱 基 。 因此， 在 成 环 状态 下 
AraC RÈS arah 结合 。 

Lobell 和 Schleif 通过 突变 实验 进一步 证 实 了 上 
述 结论 。 在 成 环 状态 ，ara 突变 不 影响 AraC 与 
DNA 的 结合 ， 但 在 开 环 状态 则 有 强烈 影响 。 
7.25 显示 了 aral 位 点 的 突变 效应 。 通 过 AraC 的 结 
合 ， 使 野生 型 或 aral, 突变 型 微 环 DNA 发 生 环 化 ， 


然后 用 阿拉 伯 糖 使 形成 的 DNA 环 打开 。 随 后 用 
Hind UI] 处理 使 微 环 DNA 线性 化 ， 电 泳 检测 AraC 
是 否 仍 与 DNA 结合 。 如 果 AraC 仍 结合 在 DNA E, 
线性 DNA 分 子 的 电泳 迁移 率 会 变 慢 ， 移 动 滞后 。 
因此 ， 这 也 是 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 的 一 种 方式 (第 
5 章 )。 正 如 图 7. 25 所 示 ， 当 DNA 环 被 破坏 后 ， 
AraC 与 野生 型 DNA 结合 ， 但 在 相似 条 件 下 不 与 
aral: 突变 型 DNA 结合 。 因 此 我 们 推断 ， 在 开 环 状 
BF., aral 是 AraC 与 DNA 结合 所 必需 的 ， 因 此 
在 这 些 条 件 下 ，aral; 位 点 能 够 与 AraC 结合 
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图 7.25 在 开 环 复合 体 而 非 成 环 复合 体 中 ，AraC 
ESS arah 结合 。 (a) 按 图 7. 22 的 方法 ，Lobell 
和 Schleif 分 析 了 野生 型 和 aral, 突变 型 DNA 成 环 
复合 体 的 解 离 速率 。 结 果 显 示 两 种 复合 体 之 间 没 
有 差异 ， 表 明成 环 状态 下 ，AraC 5 arah 没有 结 
合 。(b) 检测 在 开 环 状态 下 AraC 和 arah 的 结合 。 
将 AraC 结合 到 标记 的 野生 型 或 ora 突变 型 DNA 
上 ， 用 竞争 DNA 和 阿拉 伯 糖 处 理 3 一 5min， 打 开 
环 。 如 图 顶部 所 示 ， 用 Hind 了 线性 化 DNA， 然 
后 电泳 产物 ， 游 离 的 线性 DNA 迁移 率 相对 较 快 ， 
易 与 结合 AraC 的 线性 DNA 区 分 开 。 在 开 环 状态 ， 
野生 型 DNA 仍 与 AraC 结合 ， 但 是 aral, 突变 型 
DNA 不 结合 AraC. Hik, aral 与 AraC 在 开 环 状 
态 下 结合 , 在 成 环 时 不 结合 。(Source: Lobell 
RB, and Schleif R. F. , DNA looping and unloop- 
ing by AraC protein. Science 250 (1990), £7, 
p-531. © AAAS ) 


基于 这 些 数据 ， 研 究 者 提出 了 如 图 7. 21b 和 < 所 
示 的 AraC-DNA 相互 作用 模型 。1 个 AraC RAR 
时 与 aran 和 araO, 相互 作用 而 导致 DNA 环 化 。 阿 
拉 伯 糖 与 AraC 结合 后 引起 AraC 构象 的 改变 ,使 其 
失去 对 ara: 的 亲和力 ， 转 而 与 aral 结合 ， 最 终 导 
Bt DNA 环 解体 。 
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araC 的 自主 调节 


到 目前 为 止 , 我们 只 提 及 了 araO 的 作用 ， 
araO 并 没有 参与 对 araBAD f RHA, RE 
AraC 调节 自身 的 合成 。 图 7.26 显示 了 araC、Pc 和 


ara0 的 相对 位 置 。araC 的 转录 从 Pe 处 起 始 从 右 向 
左 进行 ，araQO 处 于 调控 araC 转录 的 位 置 上 。 随 着 
AraC 蛋白 含量 的 不 断 增加 ，AraC 结合 在 om Ok, W 
制 araC 的 转录 ， 防 止 阻 坎 物 过 多 积累 。 这 种 蛋白 质 控 
制 自身 合成 的 机 制 称 为 自主 调节 (autoregulation), 


araPono 


图 7.26 araC 的 自主 调节 。AraC 蛋白 (绿色 ) MAB araO 位 点 上 ,阻止 Pe 对 araC 的 转录 ， 无 论 阿 拉 
伯 糖 与 AraC 结合 与 否 ， 或 者 说 不 论 ara 操纵 子 的 控制 区 发 生 环 化 与 否 ， 这 种 阻 遇 事件 均 可 能 发 生 。 


小 结 ara 操纵 子 受 AraC 蛋白 调控 ,AraC 能 
够 使 相距 210bp 的 araO; 和 ara 两 位 点 之 间 的 
DNA 发 生 环 化 ， 从 而 阻 过 ara 操纵 子 的 表达 。 阿 拉 
伯 糖 的 结合 能 够 松弛 AraC 蛋白 与 araO; 之 间 的 结 
合 ， 进 而 与 wa 结合 ,使 ara MAF ABLE. CAP 
和 cAMP 通过 与 位 于 axaF 上 游 的 位 点 结合 而 促进 
ara 操纵 子 转录 。AraC 通过 与 araO 位 点 结合 而 阻 
Ik araC 基因 由 右 向 左 的 转录 进而 调控 自身 的 合成 。 


7.3 trp 操纵 子 


E. coli 的 trp 发音 为 “trip") 操纵 子 能 够 编码 
合成 色 氨 酸 所 需要 的 酶 。 与 lac 操纵 子 一 样 ，trp 操 
纵 子 受阻 过 物 的 负 调控 ， 而 两 者 具有 根本 性 的 区 别 。 
lac 操纵 子 编码 分 解 代谢 〈catabolite) 底 物 的 酶 ， 只 
有 当 被 分 解 的 底 物 〈 如 乳糖 ) 存在 时 ， 操 纵 子 才 被 
打开 。 而 trp 操纵 子 则 编码 参与 底 物 合成 代谢 
(anabolic) 的 酶 ， 当 底 物 存在 时 ， 操 纵 子 的 表达 是 
关闭 的 。 当 色 氮 酸 浓度 升 高 时 ， 生 物体 不 再 需要 trp 
RAFFY, trp 操纵 子 应 该 被 阻 遇 。 这 正 是 实际 
发 生 的 反应 。 此 外 ，trz 操纵 子 还 具有 lac 操纵 子 所 
没有 的 衰减 调控 (attenuation) 机制。 

EARE trp 操纵 子 负 调控 中 的 
作用 

图 7.27 显示 了 trp 操纵 子 的 大 致 结构 。5 个 基 
因 编 码 的 酶 将 色 氨 酸 前 体 分 支 酸 (chorismic acid) 
转化 为 色 氨 酸 。 在 lac 操纵 子 中 启动 子 和 操纵 基因 
位 于 结构 基因 的 上 游 ，trp 操纵 子 的 结构 次 序 也 是 
如 此 ,但 是 orp 操纵 基因 完全 位 于 trp 启动 子 内 部 ， 
在 lac 操纵 子 中 启动 子 和 操纵 基因 只 是 相 邻 而 已 。 

在 lac 操纵 子 的 负 调控 机 制 中 ， 细 胞 通过 微量 
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异 乳糖 的 出 现 而 感应 乳糖 的 存在 。 实 质 上 ， 异 乳糖 
作为 诱导 物 能 够 使 阻 过 物 从 Lac 操纵 基因 上 解 离 下 
来 ,使 lac RIF ARB. TE erp 操纵 子 的 负 调 控 机 
制 中 的 ， 大 最 色 氨 酸 供应 意味 着 细胞 无 须 再 消耗 更 
多 能 量 去 合成 这 种 氨基 酸 ， 即 高 浓度 色 氨 酸 是 关闭 
trp 操纵 子 的 信号 。 

细胞 如 何 感知 色 氨 酸 的 存在 ? 实质 上 ， 色 氨 酸 
能 够 帮助 orp 阻 过 物 与 操纵 基因 结合 。 在 缺乏 色 氨 
酸 时 ， 只 有 无 活性 的 无 辅 基 阻 遇 物 蛋白 (aporepres- 
sor) 的 存在 ， 而 无 trp 阻 遇 物 的 存在 。 当 无 辅 基 阻 
过 物 蛋 白 与 色 氨 酸 结 合 后 ， 其 构象 发 生 改 变 ， 增 强 
了 对 trp 操纵 基因 的 亲 和 性 〈 图 7. 27b) 。 就 像 我 们 
在 讨论 lac 操纵 子 调控 机 制 所 遇 到 的 情况 一 样 ， 这 
是 另 一 个 同 分 异 构 转换 的 事例 。 无 辅 基 阻 过 物 蛋 白 
SEARED IE ME AMA (trp repressor), 
Ee, 2.4082 Fk AM (corepressor), 244 
BRL es RMA RE BET, HE AEP Dy 5 FC AE 
阻 过 物 蛋 白 结合 ， 形 成 有 活性 的 zr 户 阻 过 物 ， 使 操 
FRA. SP ROE MT, EAM 
与 无 辅 基 阴 过 物 蛋 白 解 离 ， 使 无 辅 基 阻 过 物 蛋白 转 
变 为 无 活性 的 构象 ， 导 致 阻 巡 物 -操纵 基因 复合 体 解 
离 ， 操 纵 子 解 阻 过 。 在 第 9 章 ， 我 们 将 分 析 无 辅 基 
阻 过 物 蛋白 与 色 氨 酸 结合 时 构象 变化 的 实质 ， 并 了 
解构 象 的 转换 对 于 阻 寺 物 与 操纵 基 团 结合 的 重要 性 。 


小 结 ”在 某 种 意义 上 ，trp 操纵 子 的 负 调 控 
有 具有 与 lac 操纵 子 的 负 调 控 互 为 映像 的 特征 。 Lac 
操纵 子 对 诱导 物 的 应 答 会 引起 阻 坎 物 与 操纵 基因 
HRR, MERATE. M trp 操纵 子 则 
在 细胞 内 色 氨 酸 浓度 很 高 时 ， 人 能够 应 答 包括 辅 阻 
歇 物 色 氨 酸 在 内 的 阻 遇 物 。 辅 阻 过 物 与 无 辅 基 阻 
示 蛋 白 结 含 ， 使 之 移 象 发 生 改 变 ， 从 而 更 好 地 与 
zr 访 操纵 基因 结合 ， 导 致 操纵 子 被 阻 遇 。 
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图 7.27 trp 操纵 子 的 负 调 控 。(a) APL. RNA 
聚合 酶 〈 红 色 和 蓝 色 ) 与 trp 启动 子 结合 ， 起 始 结 
构 基 因 (trpE、trpD、trpC、trpB、trpA) 的 转 
R. BEAM, MEHEA RE) 不 能 与 操纵 
基因 结合 。〈b) 阻 遇 。 色 氨 酸 作为 辅 阻 过 物 〈 黑 
色 ) 与 无 活性 的 无 辅 基 阻 过 物 蛋 白 结合 ， 使 之 成 为 
有 活性 的 阻 壹 物 ， 具 有 与 trp 操纵 基因 结合 的 构 型 ， 
从 而 阻止 RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 ， 因 此 无 转录 
发 生 。 


衰减 作用 对 trp 操纵 子 的 调控 


除了 前 面 所 讲 的 标准 负 调 控 模式 外 ，irp 操纵 
子 还 具有 另 一 种 称 为 衰减 作用 (attenuation) 的 调 
控 机 制 。 为 什么 erp 操纵 子 需 要 这 种 额外 的 调控 机 
制 ? 其 可 能 的 原因 在 于 trp 操纵 子 的 阻 现 作用 实质 
上 是 一 种 弱 调控 机 制 ， 其 调控 作用 远 弱 于 Lac 操纵 
子 的 阻 歇 作用 。 因 此， 即使 有 阻 遏 物 存在 的 情况 
Fy rp 操纵 子 仍 能 发 生 大 量 的 转录 事件 。 事 实 上 ， 
ER A ER REA, orp 操纵 子 处 
于 完全 阻 遇 时 的 转录 活性 仅 是 完全 阻 遇 时 转录 活性 
的 1/70。 而 衰减 作用 系统 可 以 在 10 倍 范 时 


rp 操纵 子 的 转录 活性 进行 调控 。 因 此 在 阻 过 调 控 
系统 和 衰减 调控 系统 共同 作用 下 ， 可 以 在 700 倍 左 
右 的 范围 内 对 trp 操纵 子 的 转录 活性 进行 调控 ， 即 
从 完全 失 活 到 完全 激活 其 转录 效率 相差 700 倍 ，70 
4% (BH) 104% GEL) =700 倍 。 这 是 十 分 经 
济 有 效 的， 因为 色 氨 酸 的 合成 需要 消耗 大 量 的 
能 量 。 

下 面 我 们 来 具体 了 解 一 下 衰减 作用 的 机 制 。 图 
7. 27 显示 ， 在 操纵 基因 和 第 一 个 结构 基因 trpE 之 
间 具 有 trp MSE (erp leader) 和 trp ARF (erp 
attenuator) 2 个 位 点 。 图 7. 28 详尽 介绍 了 前 导 区 - 
衰减 子 的 特征 。 其 作用 是 在 色 氨 酸 含量 相对 丰 余 时 ， 
衰减 或 弱化 trp 操纵 子 的 转录 ， 误 减 子 通过 促使 转 
录 提 前 终止 而 发 挥 作 用 。 换 句 话说 ， 即 使 在 色 氨 酸 
MERRE., rp 操纵 子 也 能 起 始 转录 ， 但 有 90% 
的 转录 在 衰减 子 区 发 生 终止 。 

提前 终止 的 原因 是 衰减 子 含有 转录 终止 信号 
(终止 子 ); 反 向 重复 序列 及 其 随后 连续 排列 的 8 个 
A-T 碱 基 对 。 由 于 存在 反 向 重复 序列 ， 该 区 域 的 转 
录 物 可 以 通过 分 子 内 碱 基 配 对 ， 而 形成 如 图 7. 29 所 
示 发 夹 结构 。 与 第 6 章 学 习 内 容 的 一 样 ， 转 录 物 发 
夹 结构 之 后 的 一 串 U 能 够 降低 转录 物 与 DNA 结合 
的 稳定 性 ， 从 而 导致 转录 的 终止 。 


小 结 ”除了 阻 过 蛋白 -操纵 基因 调控 系统 外 ， 
rp 操纵 子 还 利用 额外 的 衰减 调 机 制 调 控 基因 表 
达 。 在 合成 产物 充足 时 ， 衰 减 作用 通过 使 操纵 子 
转录 提前 终止 而 发 挥 作用 。 


衰减 作用 的 失效 


当 色 氨 酸 缺乏 时 ，trp 操纵 子 必须 能 够 被 激活 ， 
这 意味 着 细胞 必须 以 某 种 方式 使 套 减 调控 机 制 失效 。 
Charles Yanofsky 提出 假设 ， 认 为 有 某 种 物质 阻止 发 
夹 形成 ,破坏 了 终止 信号 ， 从 而 使 衰减 作用 终止 ， 
trp 操纵 子 的 转录 得 以 继续 进行 。 观 察 图 7. 30a 可 
见 ， 在 前 导 区 转录 物 末端 附近 可 形成 两 个 潜在 的 发 
夹 结构 。 其 中 第 二 个 发 夹 结构 中 含有 终止 信号 ,与 
其 后 一 连 串 的 UU 紧邻 。 另 外， 在 该 区 域内 形成 发 天 
结构 的 排列 组 合 方式 并 不 是 唯一 的 ， 图 7. 30c 显示 
了 形成 发 夹 结构 的 另 一 种 组 合 方式 ， 该 发 夹 由 第 一 
种 组 合 方式 中 形成 的 2 个 发 夹 各 贡献 一 个 元 件 组 成 。 
图 7. 30b 概括 了 发 夹 结构 形成 的 方式 ， 最 初 的 2 个 
发 夹 结构 的 基部 元 件 分 别 标记 为 1、2、3、4。 第 一 
个 发 夹 包含 元 件 1 和 2， 第 二 个 发 夹 包含 元 件 3 和 
4， 而 由 第 二 种 方式 形成 的 发 来 结构 包含 元 件 2 和 
3。 这 就 意味 着 元 件 2 和 3 配对 形成 第 二 种 发 夹 结构 
《图 7. 30b) 后 ， 就 能 阻止 元 件 1 和 2 配对 、3 和 4 
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(a) 低 水 平 色 氨 酸 :tm 结构 基因 被 转录 


0, P trpL( 前 导 区 ) Perea te 
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图 7.28 trp 操纵 子 的 衰减 作用 。(a) 在 色 氨 酸 低 浓度 条 件 下 ，RNA RAN GIE) 通读 衰减 子 ， 结 
构 基因 被 转录 ; (b) 在 高 色 氨 酸 浓度 条 件 下 ， 误 减 子 会 引起 转录 提前 终止 ， 结 构 基因 不 能 被 转录 。 
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图 7.29 衰减 作用 机 制 。 前 导 区 -衰减 子 区 ( 蓝 
色 ) 的 转录 物 含有 一 串 U 和 反 向 重复 序列 ， 能 够 
形成 发 夹 。 当 RNA 聚合 酶 在 U 申 处 停顿 时 ， 发 夹 
形成 ， 释 放 转录 物 ， 所 以 转录 到 达 rp 基因 之 前 发 
生 了 终止 。 


配对 ， 这 样 就 不 可 能 通过 第 一 种 方式 形成 2 个 发 夹 
结构 ， 包 括 与 一 连 串 U 相 邻 的 那个 发 夹 结构 ， 而 一 
连 串 的 U 是 终止 子 的 必需 部 分 〈 图 7. 30a) 。 

双 发 夹 所 包含 的 碱 基 对 比 单 发 夹 要 多 ， 所 以 双 
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发 类 结 构 更 稳定 。 那 么 ， 为 什么 要 形成 稳定 性 差 的 
单 发 夹 呢 ? 从 前 导 区 的 碱 基 序列 特征 中 可 以 找到 相 
应 的 线索 ， 如 图 7. 31 所 示 。 该 序列 的 显著 特征 是 在 
元 件 1 中 存在 2 个 串联 在 一 起 的 色 氨 酸 密码 子 
(UGG)。 这 似乎 是 正常 现象 ,， 但 在 大 多 数 蛋 白质 
中 ， 色 氨 酸 属于 稀有 和 氨基酸 ,平均 每 100 个 氨基 酸 
中 才 会 出 现 一 个 ， 所 以 两 个 色 氨 酸 密码 子 并 列 串联 
在 一 起 的 概率 很 小 ， 在 trp 操纵 子 中 出 现 两 个 并 列 
氨基 酸 密码 子 并 列 申 联 在 一 起 的 事实 很 值得 深思 。 

在 细菌 中 ， 转 录 和 翻译 是 同时 发 生 的 。 只 要 trp 
前 导 区 起 始 转录 ， 核糖 体 就 开始 翻译 已 转录 的 
mRNA。 试 想 处 于 色 氨 酸 缺 乏 情 况 下 ， 核 糖 体 在 试 
图 翻译 前 导 区 内 的 2 个 色 氨 酸 密码 子 时 将 做 如 何 处 
理 〈 图 7. 32a)? 当 色 氨 酸 供应 不 足 时 ， 但 对 两 个 位 
点 的 翻译 又 需要 色 氨 酸 。 十 有 八 九 核糖 体 无 法 立即 
满足 翻译 的 需求 ， 因 此 核糖 体会 在 一 个 Trp 密码 子 
处 停顿 下 来 。 那 么 停顿 下 来 的 核糖 体 占据 在 前 导 区 
转录 物 序列 的 什么 部 位 呢 ? 正好 在 形成 第 一 个 发 来 
的 元 件 1 上 ， 庞 大 的 核糖 体 依附 在 RNA 位 点 上 有 效 
地 阻止 了 元 件 1 与 元 件 2 的 配对 ， 游 离 的 元 件 2 便 
与 元 件 3 配对 形成 单 发 夹 结构 。 因 为 第 二 个 发 夹 
(元 件 3 和 4) 不 能 形成 ， 转 录 不 能 终止 ， 衰减 作用 
失效 。 这 正 是 生物 体 所 需要 的 ， 因 为 色 氨 酸 缺乏 时 
trp 操纵 子 应 该 被 转录 。 

值得 注意 的 是 ， 该 机 制 涉 及 转录 和 翻译 的 偶 联 ， 
且 翻 译 影响 转录 。 真 核 生物 没有 这 样 的 机 制 ， 因 为 真 
核 生物 的 转录 和 翻译 发 生 在 细胞 的 不 同 区 室内 。 细 菌 
的 误 减 机 制 也 有 赖 于 转录 和 翻译 以 大 致 相同 速度 进 
行 ， 如 果 RNA 酶 的 转录 速率 快 于 核糖 体 的 翻译 速率 ， 
那么 ， 在 核糖 体 在 到 达 色 和 揽 酸 密码 子 处 并 发 生 停留 之 
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图 7.30 前 导 区 -衰减 子 转录 物 的 两 种 结构 。(a) 具有 2 个 发 夹 环 的 稳定 结构 。(b) 只 有 1 个 发 夹 环 
的 亚 稳定 结构 。 图 底部 所 示 RNA 的 弯曲 形状 并 不 代表 分 子 的 实际 形状 ， 之 所 以 这 样 绘画 是 为 了 节约 
篇 幅 。 参 与 碱 基 配 对 的 序列 〈1 一 4) 用 彩色 线条 标注 ， 图 a) 和 图 〈b) 的 颜色 标注 相同 。 


Met Lys Ala lle Phe Val Leu Lys Gly Trp Trp Arg Thr Ser 终止 密码 
pppA-~-AUGAAAGCAAUUUUCGUACUGAAAGGUUGGUGGCGCACUUCCUGA 


图 7.31 前 导 区 序列 。 显 示 前 导 区 转录 物 的 部 分 序列 及 其 编码 的 前 导 肽 序列 。 
注意 ，2 个 Trp 密码 子 串联 在 一 起 〈 蓝 色 ) 。 


(a) 色 氨 酸 饥饿 (b) 色 氨 酸 充足 


图 7.32 衰减 作用 的 克服 。(a) 在 色 氨 酸 饥饿 条 件 下 ， 核 糖 体 〈 黄 色 ) 停顿 在 色 氨 酸 密码 子 处 ， 阻 止 元 
件 1〈 红 色 ) 和 2 〈 蓝 色 ) 间 的 碱 基 配 对 ， 这 样 就 只 能 形成 一 个 无 终止 子 的 单 发 夹 结构 ， 因 此 不 会 产生 大 
WEH. (b) 色 氨 酸 充足 时 ， 核 糖 体 通读 2 个 色 氨 酸 密码 子 ， 翻 译 形成 前 导 肽 ， 并 在 翻译 终止 信号 
(UGA) 处 脱离 mRNA。 因 此 ， 核 糖 体 不 干扰 前 导 区 转录 物 的 分 子 内 碱 基 配 对 ， 形 成 更 稳定 的 双 发 夹 结 
构 ， 其 中 包含 终止 子 ， 所 以 能 够 发 生 衰减 作用 。 


前 ， 聚 合 酶 可 能 已 完成 了 对 衰减 子 的 转录 。 子 合成 的 多 顺 反 子 mRNA 如 何 能 够 被 翻译 成 蛋白 
如 果 核 糖 体 停留 在 前 导 区 的 起 始 端 ，trp 操纵 质 ? 由 于 mRNA 上 对 应 的 每 个 基因 都 有 各 自 的 翻 
+ 169 © 


译 起 始 信号 (AUG) ， 核 糖 体能 够 分 别 独立 地 识别 
这 些 信号 ， 因 此 ， 前 导 区 的 翻译 不 影响 rp 基因 的 
翻译 。 

另 一 方面 ， 在 色 氨 酸 充足 的 条 件 下 ， 核 糖 体 翻 译 
前 导 区 转录 物 的 情况 如 下 (图 7. 32b); 双 Tp 密码 
子 不 成 为 核糖 体 对 前 导 区 转录 物 翻译 的 屏障 ， 核 糖 体 
能 够 阅读 元 件 1 继续 进行 翻译 ， 直 到 元 件 1 和 2 之 间 
的 终止 信号 〈UGA)， 然 后 从 转录 本 上 脱离 下 来 。 由 
于 没有 核糖 体 的 干扰 ， 前 导 区 转录 物 能 够 形成 2 个 发 
夹 , 完成 终止 子 结构 的 形成 ， 产生 终止 信号 , 使 
RNA 聚合 酶 在 到 达 trp 基因 之 前 停止 了 转录 。 由 此 
TR, 衰减 系统 能 够 感应 色 氨 酸 存在 的 丰 余 ， 避 人 免 细 
胞 合成 更 多 色 氨 酸 合成 酶 。 

除了 trp RAF Sb, E. coli 其 他 的 操纵 子 也 具有 
衰减 机 制 ，E. coli his 操纵 子 的 前 导 区 含有 7 个 连续 
的 组 氮 酸 密码 子 ， 以 此 阻止 核糖 体 对 前 导 区 的 翻译 。 


小 结 E. coli erp 操纵 子 的 衰减 机 制 能 够 在 
色 氨 酸 充足 的 情况 下 发 挥 作用 。 当 色 氨 酸 供应 受 
限时 ， 核 糖 体 在 trp 操纵 子 前 导 区 的 两 个 申 联 trp 
密码 于 处 停顿 。 因 为 核糖 体 停顿 时 ，trp 前 导 区 
正 处 于 转录 过 程 中 ， 因 此 核糖 体 的 停顿 会 影响 
RNA 的 折 登 方式 ， 特 别 是 能 够 影响 携带 部 分 转 
录 终 止 信号 的 发 夹 结构 的 形成 ， 该 转录 终止 信号 
能 够 引发 衰减 作用 。 因 此 ， 当 色 氮 酸 缺 乏 时 ， 豪 
减 作用 失效 ， 操 纵 子 保持 活化 状态 ,这 意味 着 ， 
同 阻 过 作用 一 样 ， 训 减 系 统 通过 感应 色 氨 酸 浓度 
水 平 而 发 挥 调控 作用 。 


7.4 核糖 开关 


在 上 一 节 介绍 的 基因 表达 调控 事例 中 ， 细 胞 通 
过 控制 mRNA 的 5 - 非 翻 译 区 (UTR) 的 结构 而 调 
控 基因 表达 E. coli trp PAF mRNA)。 在 该 事例 
中 ， 结 合 在 trp 5 -UTR 上 的 大 分 子 集合 体 〈 核 糖 
体 ) 能 够 感应 小 分 子 〈 色 氨 酸 ) 的 浓度 ， 从 而 通过 
改变 5-UTR 的 结构 而 调控 转录 。 这 是 小 分 子 (lig- 
and 配 体 ) 通 过 大 分 子 介 导 而 影响 基因 表达 的 一 个 
事例 。 

有 关 小 分 子 通过 直接 作用 于 mRNA 的 5'-UTR 
而 调控 基因 表达 的 事例 也 越 来 越 多 。 在 mRNA 的 
5 -UTR 中 有 些 区 域 能 够 感应 配 体 的 结合 而 改变 自 
身 结构 ， 进 而 调控 基因 的 表达 ，mRNA 5'-UTR 中 
的 这 些 元 件 就 是 核糖 开关 Criboswitch) 。 

核糖 开关 中 能 够 结合 配 体 的 区 域 称 为 适 体 
(aptamer)。 适 体 是 科学 家 在 研究 进化 时 首次 发 现 
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的 ， 利用 体外 快速 复制 的 RNA 来 筛选 与 配 体 特异 
性 紧密 结合 的 短 RNA 序列 。 由 于 RNA 在 复制 过 程 
中 会 发 生 错 误 ， 产生 了 新 的 RNA 序列 , 可 从 中 第 
选 出 与 特定 配 体 结合 最 理想 的 RNA 序列 。 在 体外 
实验 过 程 中 发 现 了 许多 适 体 ， 奇 怪 的 是 生物 体 为 什 
么 不 利用 这 些 适 体 ? 我 们 现在 知道 生物 体 是 能 够 利 
用 这 些 适 体 的 。 

核糖 开关 的 经 典范 例 是 枯草 杆菌 的 ribD 操纵 
子 ， 该 操纵 子 控制 维生素 核 黄 素 (riboflavin) 及 
其 产物 之 一 黄 素 单 核 苷 酸 (flavin mononucleotide, 
FMN) 的 合成 与 转运 。r 访 操纵 子 的 5'-UTR 含有 
保守 的 REN 元件， 该 元 件 突变 会 破坏 FMN 对 操 
纵 子 的 正常 调控 。 于 是 有 人 提出 假设 ， 认 为 RFN 
元 件 能 够 与 应 答 FMN 的 蛋白 质 或 FMN 自身 发 生 
相互 作用 。 

为 验证 REN 元 件 就 是 能 够 直接 与 FMN 结合 的 
适 体 的 假设 ，Ronald Breaker 及 同事 采用 了 线 内 探 
测 (in-line probing) 技术 来 分 析 核 糖 开关 。 其 原理 
是 RNA 磷酸 二 酯 键 的 有 效 水 解 〈 断 裂 ) 需要 在 亲 
核 试 剂 〈 水 ) 的 攻击 下 发 生 180" 重 排 ， 水 解 后 形成 
游离 的 磷 原 子 和 末端 带 有 羟基 基 团 的 RNA 片段 。 
无 结构 的 RNA 易于 采取 这 种 线 内 构 型 ， 但 是 二 级 
结构 (分 子 内 碱 基 配 对 ) 的 RNA 则 不 能 采取 这 种 
线 内 构 型 。 所 以 ， 线 性 无 结构 RNA FD RER, 
而 有 结构 的 RNA 因 具 有 较 多 的 碱 基 对 而 不 易 发 生 
裂解 。 

Alt, Breaker 及 同事 在 FMN 有 或 无 的 条 件 下 
温 育 含 RFN 元 件 的 标记 RNA 片段 。 图 7. 33a 显示 
RNA 片段 在 FMN 有 或 无 的 条 件 下 自发 水 解 的 情况 
是 不 同 的 ， 提 示 FMN 可 直接 与 RNA 结合 ， 引 起 
RNA 构 型 转换 ， 这 正 是 我 们 预期 适 体 与 配 体 结合 的 
情形 。 

特别 是 Breaker 及 同事 发 现 FMN 的 结合 会 保护 
某 些 特定 的 磷酸 二 酯 键 不 易 受 裂解 ， 而 其 他 磷酸 二 
酯 键 仍然 保持 其 原 有 易 裂 解 性 〈 图 7. 33b)。 而 且 ， 
在 FMN 浓度 仅 为 5nmol/L 时 ， 磷 酸 二 酯 键 易 裂解 
性 至 少 发 生 了 50% 的 改变 ， 表 明 RNA 片段 与 配 体 
之 间 具 有 很 高 的 亲 和 性 。 

在 FMN 存在 时 RNA 易 裂解 性 降低 的 特性 表 
明 RFN 元 件 具 有 两 种 可 变 构 型 ， 如 图 7. 33c 所 
JR. 无 FMN Bt, RFN 元 件 形成 抗 终止 子 结构 ， 
其 发 夹 结构 远 高 其 后 的 6 个 U。 但 FMN 的 存在 
使 其 构 型 转换 ， 形 成 终止 子 结构 ， 阻 断 操纵 子 的 
表达 。 这 是 合理 的 ， 因 为 FMN EEN, 无须 
ribD 操纵 子 表达 ， 所 以 FMN 引发 的 衰减 作用 有 
利于 细胞 节约 能 量 。 

为 验证 该 假说 ，Breaker 及 同事 以 包含 RFN 元 
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图 7.33 REN 元 件 的 线 内 探测 结果 及 ribD 核糖 开关 的 作用 模型 。 (a) 线 内 探测 实验 的 凝 胶 电泳 结果 。 
泳 道 1， 无 RNA。 泳 道 2，RNaseT1 切割 的 RNA。 泳 道 3， 碱 切割 的 RNA。 泳 道 4 和 5，FMN 无 (一 ) 
和 有 (+) AREF 25°C 自发 水 解 40h 的 RNA。 右 边 箭头 指示 有 FMN 时 对 剪 切 不 敏感 的 RNA 区 域 。(b) 
枯草 杆菌 rib mRNA 的 5'-UTR 的 部 分 序列 ， 显 示 因 FMN 结合 而 对 自发 剪 切 不 敏感 的 核 疹 酸 之 间 的 连 
接 (红色 )， 以 及 不 受 FMN 影响 保持 原 有 敏感 性 的 核 苷 酸 之 间 的 连接 〈 黄 色 )。 元 件 的 二 级 结构 是 基于 
许多 REN 元 件 的 序列 比 对 而 推出 的 。(c) FMN 结合 后 核糖 开关 可 能 的 变化 。 无 FMN 时 ， 两 个 黄色 区 
域 之 间 碱 基 配 对 ， 人 迫使 核糖 开关 采取 抗 终止 构 型 ， 其 发 夹 远离 U 串 。 相 反 ，FMN 与 生长 的 mRNA 链 的 
结合 使 GCCCCGAA 序列 与 核糖 开关 的 另 一 部 分 碱 基 配 对 ， 形 成 终止 子 ， 导 臻 转录 终止 。(Source; (a-c) 
© 2002 National Academy of Science. Proceedings of the National Academy of Sciences, Vol. 99, no. 25, 
December 10, 2002, p. 15908-15913 “An mRNA struc-ture that controls gene expression by binding 
FMN,” Chalamish, and Ronald R. Breaker, fig. 1, p. 15909 & fig.3, p. 15911.) 


件 和 终止 子 序列 的 克隆 DNA 为 模板 ， 进 行 体外 转 
录 分 析 实验 ， 发 现 即使 无 FMN， 也 有 10% 的 转录 
在 终止 子 处 终止 。 但 FMN 的 存在 使 终止 转录 的 概 
率 提 高 到 30% 。 研 究 者 利用 失控 转录 分 析 (第 5 
章 ) 对 终止 位 点 作 图 ， 发 现 转录 恰好 终止 在 U 串 的 
末端 。 随 后 ， 研 究 者 以 突变 DNA 为 模板 进行 体外 
转录 ， 该 模板 在 推测 的 终止 子 处 编码 的 U 少 于 6 
个 。 结果 FMN 没有 改变 转录 终止 的 频率 ， 可 能 是 
因为 U 串 序列 太 短 ， 降 低 了 终止 子 的 效率 。 因 此 ， 
对 野生 型 基因 而 言 ，FMN 确实 迫使 正在 生长 的 转录 
物 形成 终止 子 结构 ， 导 致 转录 的 停顿 。 

在 第 17 章 学 习 翻译 调控 时 将 了 解 核糖 开关 的 另 
一 个 事例 。 配 体 与 mRNA 5'-UTR 的 适 体 结合 后 ， 
通过 改变 5-UTR 的 构 型 使 核糖 体 结合 位 点 不 能 与 
核糖 体 结合 而 调控 mRNA 的 翻译 。 

在 这 两 个 事例 中 ， 核 糖 开关 的 作用 都 是 抑制 基 
因 表 达 ， 一 个 是 在 转录 水 平 上 ， 一 个 是 在 翻译 水 平 
上 。 目 前 ， 有 关 核 糖 开关 的 研究 数据 显示 ， 核 糖 开 
关 确 实在 这 两 个 水 平 上 抑制 基因 的 表达 。 至 于 为 什 
么 核糖 开关 不 能 促进 基因 表达 ， 目 前 还 没有 合理 的 
解释 。 基 于 对 多 种 核糖 开关 的 研究 ， 归 纳 推导 出 了 


核糖 开关 的 一 般 作 用 模型 〈 图 7. 34)。 在 mRNA 的 
5 -UTR 存在 着 两 个 结构 域 : 适 体 结构 域 和 表达 平 
台 区 (expression platform)。 表 达 平 台 区 可 以 是 终 
止 子 、 核 糖 体 结合 位 点 或 其 他 影响 基因 表达 的 RNA 
元 件 。 通 过 与 适 体 结合 并 改变 核糖 开关 的 构象 ， 配 


体能 够 影响 表达 平台 区 从 而 调控 基因 表达 。 
(a) 打 开 核糖 体 开关 
38 达 
体 a 编码 区 


LO 
(b) 关闭 
mAs 人 @_gk 


编码 区 
fek 


图 7.34 核糖 开关 作用 模型 。(a) 配 体 缺 乏 时 ， 
基因 处 于 表达 状态 。(b) 配 体 存在 时 ， 配 体 与 核 
糖 开 关 的 适 体 结合 ， 引 起 核糖 开关 、 表 达 平 台 区 
构象 改变 ， 从 而 关闭 基因 的 表达 。 


*，171。 


核糖 开关 是 变 构 调控 基因 表达 的 另 一 个 事例 ， 
即 配 体 引 起 大 分 子 构象 的 改变 ， 进 而 影响 了 大 分 子 
与 其 物质 相互 发 生 作用 的 能 力 。 在 本 章 中 我 们 学 过 
lac 操纵 子 的 表达 调控 就 是 一 种 变 构 调控 机 制 ， 配 体 
( 异 乳糖 与 蛋白 质 lac HRD AS. 干扰 了 阻 
过 物 与 lac 操纵 基因 的 结合 。 事 实 上 ， 变 构 调控 的 
事例 很 多 ， 以 前 一 直 认为 变 构 调控 需要 变 构 蛋白 的 
参与 ， 核 糖 开 关 的 调控 机 制 与 之 类 似 ， 只 是 变 构 的 
大 分 子 是 RNA 而 不 是 蛋白 质 。 

最 后 ， 核 糖 开关 可 能 为 我 们 开启 了 一 扇 认 识 
“RNA 世界 ”的 窗口 ，“RNA 世界 ”可 能 存在 于 生 
命 进化 的 早期 ， 此 时 蛋白 质 和 DNA 还 没有 进化 形 
成 。 在 “RNA 世界 ”中 ， 基 因由 RNA 而 不 是 DNA 
构成 ， 酶 也 是 由 RNA 而 不 是 蛋白 质 组 成 。 (在 第 
14、17 和 19 章 我 们 将 了 解 具有 催化 功能 的 RNA), 
无 须 蛋白 质 调控 基因 ，RNA 世界 的 生命 依靠 小 分 子 
与 基因 直接 相互 作用 。 如 果 这 个 假说 是 真实 的 ， 那 
么 ， 核 糖 开关 就 是 遗传 调控 最 古老 形式 的 遗迹 。 


水 结 “位 于 mRNA 5'-UTR 的 核糖 开关 包含 
2 个 结构 城 : 能 够 与 配 体 结合 的 适 体 结构 域 ， 以 
及 通过 构象 改变 而 引起 基因 表达 变化 的 表达 平台 
区 。 例 如，FMN 能 够 结合 REN Tft, REN 元件 
是 ribD 操纵 子 mRNA 5'-UTR 的 核糖 开关 上 的 
ith. FMN 与 适 体 结合 后 ， 核 糖 开 关 的 碱 基 配 
对 方式 发 生 改 变 而 产生 终止 子 结构 ， 使 转录 大 
减 ， 这 有 助 于 细胞 节约 能 量 ， 因 为 FMN 是 ribD 
操纵 子 的 表达 产物 之 一 。 


总 结 


E. coli 细胞 对 乳糖 的 分 解 代谢 需要 BE FLEE 
酶 和 半 乳 糖苷 透 性 酶 来 完成 。 编 码 这 两 种 酶 以 及 另 
外 一 种 酶 的 基因 簇 集 在 一 起 ， 从 单一 启动 子 处 起 始 
转录 ， 形 成 一 条 多 顺 反 子 信使 RNA。 这 些 功能 相关 
的 基因 能 够 被 共同 调控 表达 。 

lac 操纵 子 的 表达 具有 正 负 两 种 调控 机 制 。 其 负 
调控 机 制 如 下 ， 由 于 阻 过 物 能 够 阻止 RNA RA 
与 启动 子 结合 而 对 lac 基因 的 转录 ， 所 以 ， 一 旦 阻 
过 物 与 操纵 基因 结合 ， 操 纵 子 即 被 关闭 。 当 可 被 利 
用 的 葡萄 糖 被 消耗 列 尽 且 有 乳糖 可 被 利用 时 ， 少 数 
的 Lac 操纵 子 酶 分 子 将 乳糖 转换 为 异 乳糖 ， 异 乳糖 
作为 诱导 物 与 阻 遇 物 结合 ， 引 起 阻 遏 物 构象 发 生 改 
变 ， 促 使 阻 遏 物 与 操纵 基因 解 离 。 随 着 阻 过 物 的 解 
离 ，RNA 聚合 酶 与 启动 子 结合 而 起 始 iac 基因 的 转 
录 。 联 合 遗 传 学 与 生物 化 学 实验 的 研究 结果 显示 ， 
操纵 基因 和 阻 过 物 基因 是 /ac 操纵 子 负 调 控 系统 的 
两 个 关键 元 件 。DNA 测序 结果 显示 ， 除 主 操纵 基因 
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外 ， 还 存在 2 个 辅 操纵 基因 ， 分 别 位 于 主 操纵 基因 
的 上 游 和 下 游 ， 这 3 个 操纵 基因 都 是 高 效 阻 过 所 必 
需 的 。 

lac 操纵 子 以 及 其 他 一 些 编码 参与 糖 代谢 的 酶 的 
操纵 子 ， 其 正 调控 由 代谢 激活 蛋白 (CAP +H, 
CAP 与 cAMP 协同 促进 操纵 子 的 转录 。 由 于 葡萄 糖 
的 存在 会 引起 cAMP 浓度 的 降低 ， 所 以 葡萄 糖 能 够 
阻止 操纵 子 的 正 调控 。 只 有 在 葡萄 精 浓 度 较 低 且 需 
要 代谢 另 一 种 糖 源 时 ，iac 操纵 子 才 能 被 激活 。 
CAP-cAMP 复合 体 通过 结合 在 邻近 启动 子 的 激活 子 
结合 位 点 上 而 促进 lac 操纵 子 的 转录 ，CAP-cAMP 
的 结合 有 助 于 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。CAP- 
cAMP 与 激活 子 结合 位 点 结合 后 ， 能 够 招募 RNA R 
合 酶 与 lac 启动 子 的 结合 ， 形 成 闭合 启动 子 复合 体 ， 
然后 由 闭合 启动 子 复合 体 转 换 为 开放 启动 子 复合 体 。 
CAP 通过 与 RNA 聚合 酶 的 CTD 发 生 蛋 白质 -蛋白 
质 间 相 互 作用 而 招募 RNA 聚合 酶 与 启动 子 的 结合 。 

ara 操纵 子 受 AraC 蛋白 的 调控 。AraC 蛋白 能 
够 使 相距 210bp 的 araO: 和 aral, 两 位 点 之 间 的 
DNA RESME, ATING ara 操纵 子 的 表达 。 阿 拉 
伯 糖 的 结合 能 够 松弛 AraC 蛋白 与 araOs 之 间 的 结 
合 , 进而 与 aral Marah 结合 ， 破 坏 了 形成 的 
DNA 环 , 使 ara MAF APA MAAR. CAP 和 
cAMP 通过 与 位 于 aral 上 游 的 一 个 位 点 结合 而 进 一 
步 促 进 了 ara 操纵 子 的 转录 。AraC 蛋白 通过 与 
araOli 位 点 的 结合 阻止 araC 基因 由 右 向 左 的 转录 而 
调控 自身 的 合成 。 

trp 操纵 子 在 细胞 内 色 氨 酸 浓度 很 高 时 ， 能 够 
应 答 包 括 辅 阻 过 物色 氨 酸 在 内 的 阻 超 物 ， 辅 阻 睁 
物 与 无 辅 基 阻 巡 物 结合 ， 使 之 构象 发 生 改变 ， 能 
够 更 好 地 与 trp 操纵 基因 结合 ， 导 致 操纵 子 被 
E. 

E. coli trp 操纵 子 的 衰减 机 制 能 够 在 色 氨 酸 充 
足 的 情况 下 发 挥 作 用 。 当 色 氨 酸 的 供应 趋 紧 时 ， 
核糖 体 在 trp 操纵 子 前 导 区 的 2 个 连续 的 色 氨 酸 
密码 子 处 停顿 。 由 于 trp 前 导 区 正 处 于 转录 过 程 
中 ， 因 此 核糖 体 的 停顿 会 影响 RNA 分 子 的 折 登 
方式 ， 特 别 是 能 够 影响 携带 部 分 转录 终止 信号 的 
发 来 结 构 的 形成 ， 该 转录 终止 信号 能 够 引发 衰减 
作用 。 因 此 ， 当 色 氨 酸 缺 乏 时 ， 训 减 作用 失效 ， 
操纵 子 仍然 处 于 激活 状态 。 这 意味 着 ， 同 阻 过 作 
用 一 样 ， 套 减 作 用 通过 感应 色 氨 酸 浓度 水 平 而 发 
挥 调 控 作 用 。 

位 于 mRNA 5 -UTR 的 核糖 开关 包含 2 个 结构 
域 。 能 够 与 配 体 结合 的 适 体 结构 域 ， 以 及 通过 构象 
改变 而 引起 基因 表达 变化 的 表达 平台 区 。 例 如 ， 
FMN 能 够 结合 RFN 元 件 ，RFN 元 件 是 ribD 操纵 


F mRNA 5'-UTR 的 核糖 开关 的 适 体 。FMN 与 适 体 
结合 后 核糖 开关 的 碱 基 配 对 方式 改变 ， 产 生 终 止 子 
结构 ， 使 转录 衰减 。 

复习 题 

1. 绘制 E. coli 细胞 在 含有 葡萄 糖 和 乳糖 培养 基 
上 的 生长 曲线 。 曲 线 的 每 一 部 分 反映 了 什么 事件 的 
发 生 ? 

2. 图 示 说 明 lac 操纵 子 的 正 负 调控 机 制 。 

3.f 半 乳糖 背 酶 和 半 乳 糖苷 透 性 酶 的 功能 是 
什么 ? 

4. 为 什么 lac 操纵 子 的 正 负 调 控 机 制 对 于 
E.coli 细胞 的 能 量 效率 十 分 重要 ? 

5. 描述 证 实 lac 操纵 基因 是 阻 遏 物 结合 位 点 的 
实验 方案 ， 并 给 出 实验 结果 。 

6. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 即 使 阻 过 物 已 结 
合 在 操纵 基因 上 ，RNA 聚合 酶 也 能 与 ac 启动 子 
结合 。 

7. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 lac HR HE 
RNA RAMAS lac 启动 子 。 

8. 如 何 得 知 3 个 操纵 基因 是 完全 阻 遇 ac 操纵 
子 所 必需 的 ? 去 除 1 个 或 2 个 辅 操纵 基因 的 相对 效 
应 是 什么 ? 

9. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 CAMP 可 在 一 定 
水 平 上 促进 ## 半 乳糖 苷 酶 的 合成 。 使 用 野生 型 和 突 
变型 细胞 提取 物 ， 其 中 突变 降低 了 CAP 对 cAMP 的 
亲和力 。 

10. 提出 关于 CAP-cAMP 促进 lac 操纵 子 转录 
的 假说 ， 其 中 包括 RNA RAN a 亚 基 的 C 端 结构 
域 (oCTD)。 

11. 描述 电泳 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 CAP- 
cAMP 的 结合 引起 lac 启动 子 区 域 弯曲 。 

12. 支持 CAP-cAMP 结合 引起 DNA 弯曲 的 其 
他 证 据 是 什么 ? 

13. 在 araBAD 操纵 子 中 ，araO, 和 aral 位 点 
之 间 插 入 整数 螺旋 转角 的 DNA 片段 〈10. 5 的 倍数 ) 
Bt, AraC 可 阻 遇 araBAD 操纵 子 的 表达 ， 但 插入 非 
整数 螺旋 转角 DNA 时 却 阻止 了 AraC ao SH TEA. 
请 解释 并 图 示 这 一 现象 。 

14. 图 示 阿 拉 伯 糖 如 何 解除 对 araBAD 操纵 子 
的 阻 过 作用 。 显 示 (a) 无 阿拉 伯 糖 和 (b>) 有 阿拉 
伯 糖 时 AraC 的 结合 位 点 。 

15. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 阿 拉 伯 糖 能 够 
破坏 AraC 参与 形成 的 阻 遏 环 。 

16. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 araOx 和 aral 
HS SMBH. 

17. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 从 打开 的 阻 巡 


环 上 去 除 阿拉 伯 糖 后 ， 阻 遏 环 能 重新 形成 。 

18. 描述 实验 并 给 出 结果 , 证明 在 开 环 而 非 成 
环 状态 下 aral: 在 AraC 结合 中 是 重要 的 。 

19. 提出 解释 E. coli 细胞 erp 操纵 子 负 调 控 的 
模型 。 

20. 提出 解释 E. coli 细胞 trp 操纵 子 衰减 作用 
的 模型 . 

21. 在 E.coli MHP, WHA erp 前 导 区 的 翻 
译 不 是 简单 地 延续 到 trp 结构 基因 〈 如 trpE 等 )? 

22. 色 氨 酸 饥 俄 时 ，E. coli 细胞 如 何 克 服 erp 大 
减 作用 ? 

23. 何谓 核糖 开关 ? 举例 说 明 。 

24. 描述 “ 线 内 探测 ”的 含义 。 


分 析 题 


1. 表 中 给 出 了 几 个 部 分 二 倍 体 E. coli 菌株 的 基 
因 型 (就 lac 操纵 子 而 言 )， 请 填写 表 型 。“ 十 ” 表 
示 合 成 及 半 乳 糖苷 酶 ,“ 一 ”表示 不 合成 及 半 乳 糖苷 
酶 。 在 所 有 情况 下 都 缺乏 葡萄 糖 ， 简 要 说 明 你 的 
理由 。 


有 半 乳 精华 酶 合成 的 表 型 

基因 型 有 诱导 物 
a IOtZ+/ 1+ OtZ+ 
b I+O+Z/ Ir OtZ+ 
é rotz OZ 
d. ISO*Z*/ I+ OF Zt 
e OZ / I+ OrZ+ 
£ I+0Z-/ I+ O+Z+ 
ge. BOŒZ-/ I+ OrZ+ 


盛 诱导 物 


2. (a) 在 下 表 列 出 的 基因 型 中 ,字母 A、B、C 
对 应 lacl, lacO, lacZ 基因 座 ， 但 无 须 考虑 它们 的 
次 序 。 请 根据 表 中 列 出 的 前 3 个 突变 体 的 表 型 ， 推 
导 A、B、C 所 对 应 的 基因 座 。 上 角 标 “一 ” (如 
A) 表示 基因 功能 异常 Z, CMD, 

(b) 根据 常规 lac 操纵 子 遗 传 表示 方法 ， 确 定 
表 中 第 4 和 5 行列 出 的 部 分 二 倍 体 菌株 的 基因 型 。 
Hp, I 和 下 都 是 可 能 的 。 


BB 半 乳 糖 昔 酶 合成 的 表 型 
基因 型 有 诱导 物 TRE 
|. A+B+C- 
. A- B+C+ 
.A+ B+C-/ A+B+C+ 


. AT B*C/ A+B+C+ 
. AW B+C+/ A+B*C* = 


apepe 
1 + 十 十 
十 下 十 十 十 
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3. 就 给 定 的 E. coli 细胞 而 言 ， 每 一 细胞 都 会 发 
生 下 列 其 中 一 种 突变 之 一 。 

a lac 操纵 基因 突变 体 (CF 基因 座 )， 不 能 结 
AMEH. 

b. lac BWR APM), KERA 
lac 操纵 基因 。 

c. lac PARI CS 基因 产物 )， 不 能 结合 
RAW., 

d lac 启动 子 突变 体 , 不 能 结合 CAP 及 
cAMP, 

每 种 突变 会 对 lac 操纵 子 的 功能 产生 怎样 的 影 
响 〈 假 定 无 葡萄 糖 存在 )? 

4. 你 正在 研究 一 种 新 的 E. coli 操纵 子 ， 该 操纵 
子 与 茶 基 丙 氨 酸 生物 合成 有 关 。 

a 预测 该 操纵 子 是 如 何 调控 的 〈 被 葵 基 丙 氨 酸 


*，174“。 


BERR? 正 调控 还 是 负 调控 ?)。 为 什么 ? 

b. 对 操纵 子 测序 发 现 ， 在 操纵 子 的 5 端 附近 有 
一 短 的 可 读 框 ， 含 有 几 个 葵 基 丙 氨 酸 密码 子 ， 关 于 
这 段 前 导 区 序列 及 其 编码 的 前 导 肽 你 做 何 预测 ? 

c 如 果 改变 前 导 区 序列 ， 使 茶 基 丙 氨 酸 密码 子 
(UUU, UUU) 突变 为 亮 氨 酸 密码 子 (UUA， 
UUG)， 结 果 会 怎样 ? 

d 这 是 一 种 怎样 的 基因 表达 调控 机 制 ? 真 核 生 
物 细胞 是 否 也 拥有 这 种 调控 机 制 ? 其 原因 是 什么 ? 

5. 你 怀疑 E. coli X 基因 的 mRNA 含有 适 体 ， 
且 能 够 与 小 分 子 Y 结合 。 描 述 能 够 验证 该 假设 的 实 
验方 案 。 
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第 8 章 细菌 转录 机 制 的 主要 改变 


渗透 胁迫 处 理 的 T4 噬菌体 释放 DNA BOY EEEH 
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在 第 ?7 章 ， 我 们 讨论 了 细菌 同时 调控 少数 几 个 
基因 表达 的 模式 。 如 lac 操纵 子 开启 时 ， 只 激活 3 
个 基因 。 在 细菌 生活 史 的 其 他 时 期 会 发 生 基因 表 
达 的 根本 性 改变 ， 这 需要 转录 机 制 的 转换 ， 而 操纵 
子 模型 无 法 完成 这 种 转换 。 本 章 将 讨论 引起 转录 改 
变 的 3 种 主要 机 制 ， 即 o 因子 转换 、RNA 聚合 酶 转 
换 和 抗 终止 。 以 噬菌体 来 阐明 抗 终止 机 制 ， 并 讨 
论 和 噬菌体 从 一 种 感染 策略 转变 到 另 一 种 策略 的 遗 
传 机 制 。 


8.1 o 因子 的 转换 


噬菌体 感染 细菌 后 ， 常 会 将 宿主 的 转录 元 件 据 
为 已 有 。 在 此 过 程 中 形成 时 间 依 赖 ， 或 称 时 序 性 转 
录 模 式 。 就 是 说 只 菌 体 先 转录 早期 基因 ， 然 后 转录 
后 期 基因 。 在 T4 噬菌体 对 已 coli 的 感染 后 期 ， 宿 
主 基因 基本 不 再 转录 ， 只 有 噬菌体 基因 的 转录 。 这 
种 转录 特异 性 的 巨大 变化 很 难 用 第 7 章 描述 的 操纵 
子 机 制 来 解释 ， 而 是 在 转录 机 制 中 发 生 了 基础 性 的 
改变 ， 即 RNA 聚合 酶 自身 发 生 了 变化 。 

基因 表达 的 另 一 个 重大 改变 发 生 在 枯草 芽孢 杆 
菌 等 细菌 孢子 形成 时 ， 在 这 一 时 期 ， 营 养生 长 阶段 
所 需 基因 的 表达 关闭 而 形成 息 子 的 特异 基因 开始 表 
达 。 同 样 ， 这 种 转换 也 是 由 RNA 聚合 酶 自身 变化 
引起 的 。 当 遭遇 饥饿 、 热 激 、 营 养 缺 乏 等 胁迫 时 ， 
细菌 会 通过 改变 转录 模式 而 做 出 响应 。 


因此 ,细菌 对 其 生活 环境 改变 所 做 出 的 响应 是 
通过 对 转录 调控 的 全 面 改 变 而 实现 的 ， 并 且 这 种 转 
录 改 变 伴随 RNA 聚合 酶 的 改变 ， 更 多 时 候 是 o 因子 
的 改变 。 


噬菌体 感染 


RNA 聚合 酶 的 哪 一 部 分 最 可 能 调控 酶 的 专 一 性 
W? 在 第 6 章 介绍 过 o 因子 是 在 离 体 条 件 下 决定 叹 
Wik TA DNA 转录 特异 性 的 关键 因子 ， 因 此 ，vc A 
子 是 最 合理 的 答案 ， 实 验证 明确 实 如 此 。 但 这 些 实 
验 并 不 是 首先 在 E. coli TA 系统 进行 的 ， 而 是 在 枯 
草 芽 钨 杆菌 及 其 叭 菌 体 特别 是 SPOL 进行 的 。 

与 T4 噬菌体 一 样 ，SPO1 也 有 一 个 大 的 基因 
组 。 其 时 序 转录 模式 为 ， 在 感染 后 5min 左右 ， 早 期 
基因 表达 ; 接着， 中 期 基因 表达 启动 〈 在 感染 5 一 
1l0min 后 ); 从 10min 后 直到 感染 结束 ， 晚 期 基因 表 
达 启动 。 由 于 噬菌体 有 很 多 基因 ， 它 利用 精细 的 机 
制 来 调控 转录 便 不 足 为 奇 了 。Janice Pero 及 同事 在 
这 一 模式 的 研究 中 处 于 领先 地 位 《图 8. 1) 。 

与 T4 哈 菌 体 的 模式 相似 ,宿主 RNA RAME 
酶 控制 SPOL 早期 基因 的 转录 ， 即 最 早 的 基因 由 宿 
主 全 酶 转录 (第 6 章 ) 。 这 是 必需 的 ， 因 为 噬菌体 自 
身 并 不 携带 RNA 聚合 酶 。 当 噬菌体 第 一 次 感染 细 
胞 时 ， 宿 主 的 全 酶 是 唯一 可 用 的 RNA 聚合 酶 。 枯 
草 芽孢 杆菌 的 全 酶 与 E. coli 的 很 相似 ， 其 核心 酶 包 
括 两 个 大 亚 基 “(8 和 8')， 两 个 小 亚 基 (a) 和 一 个 
很 小 的 亚 基 (w)。 其 初级 o 因子 的 相对 分 子 质量 为 
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(2) 早期 转录 ;特异 性 因子 :宿主 0 因子 (>) 
=> 


早期 基因 
早期 转录 本 
Fa, 包括 gp28 (CD) 


(b) 中 期 转录 ;特异 性 因子 :gp28( 忆 一 3) 
=> 


中 期 基因 
中 期 转录 本 
中 期 转录 , 包括 gp33( 国 ) 和 gp34((_]) 


(c) 晚期 转录 ;特异 性 因子 :gp33( 国 ) 和 gp34 (CC ]) 


= 


晚期 基因 
晚期 转录 本 晚期 绰 白 
图 8.1 感染 枯草 芽孢 杆菌 的 SPOL 噬菌体 转录 的 


时 序 控制 。(a) 宿主 RNA 聚合 酶 全 酶 ， 包 括 宿主 
5 因子 〈 蓝 色 ) 指导 早期 转录 。gp28 GRE) 是 一 
种 新 的 因子， 属于 早期 噬菌体 蛋白 。(b) 中 期 转 
录 由 gp28 与 宿主 核心 聚合 酶 〈 红 色 ) 共同 控制 。 
gp33 和 gp34 是 两 个 中 期 叭 菌 体 蛋 白 ， 共 同 组 成 另 
一 个 。 因 子 。(c) 晚期 转录 由 宿主 的 核心 聚合 酶 与 
gp33 和 gp34 共同 控制 。 


43 000， 较 E. coli 的 〈70 000) 为 小 ; 此 外 ， 该 聚 
合 酶 包括 一 个 相对 分 子 质量 约 20 000 的 8 亚 基 , 该 
亚 基 有 助 于 防止 聚合 酶 结合 到 非 启动 子 区 域 ， 这 一 
功能 在 E. coli 中 由 因子 完成 。 

在 SPO] 感染 的 早期 转录 基因 28， 其 产物 gp28 
与 宿主 核心 聚合 酶 结合 ， 取 代 宿主 的 oc 因子 (o*)。 
发 生 哗 菌 体 多 肽 取代 时 ，RNA 聚合 酶 的 特异 性 就 发 
生 了 改变 ， 不 再 转录 早期 基因 及 宿主 基因 转 而 开始 
转录 叭 菌 体 中 期 基因 。 换 言 之 ，gp28 是 个 新 因 
子 ,使 宿主 RNA 聚合 酶 不 再 转录 宿主 基因 ， 同 时 
将 早期 基因 转录 转向 中 期 基因 转录 . 
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从 中 期 向 晚期 转录 的 转换 也 同样 如 此 ， 只 需 两 
个 多 肽 gp33 和 gp34 共同 与 核心 聚合 酶 结合 并 改变 
其 特异 性 即 可 。 这 两 个 多 肽 是 两 个 噬菌体 中 期 基因 
的 产物 分 别 是 基因 33 和 基因 34), AM o AFR 
AR gp28, 并 指导 已 改变 的 聚合 酶 转录 噬菌体 晚期 基 
因而 非 中 期 基因 。 注 意 ， 在 此 过 程 中 宿主 核心 聚合 
酶 始终 保持 完整 ， 只 是 通过 o 因子 的 不 断 替 换 来 改 
变 聚 合 酶 的 特异 性 ， 进 而 指导 转录 进程 。 当 然 ， 转 
录 特 异性 的 改变 也 有 赖 于 早 、 中 、 晚 期 基因 启动 子 
序列 的 差异 ， 正 因为 如 此 ， 它 们 才能 被 不 同 。 因子 
所 识别 。 

这 一 过 程 的 最 大 特点 是 不 同 因子 的 大 小 不 同 。 
宿主 因子 、gp28、gp33 和 gp34 的 相对 分 子 质量 
分 别 为 43 000, 26 000, 13 000 和 24 000, 但 它们 
都 可 以 与 核心 聚合 酶 结合 并 行使 因子 的 功能 
(gp33 和 gp34 必须 共同 行使 这 一 功能 )。 事 实 上 ， 
E.coli 中 相对 分 子 质量 为 70 000 的 o 因子 在 离 体 实 
验 中 也 可 与 枯草 芽孢 杆菌 的 核心 聚合 酶 结合 ， 也 说 
明 核 心 聚 合 酶 具有 可 变 的 因子 结合 位 点 。 

如 何 确定 o 因子 转换 模式 的 有 效 性 呢 ? 遗传 学 
和 生物 化 学 证 据 都 支持 这 一 模式 。 首 先 ， 遗 传 学 研 
究 表明 ， 基 因 28 突变 可 抑制 从 早期 基因 向 中 期 基因 
转录 的 转换 ， 证 明基 因 28 产物 是 开启 中 期 基因 转录 
的 5 因子。 同样 ， 基 因 33 和 34 的 突变 也 抑制 了 从 
中 期 基因 向 晚期 基因 转录 的 转换 ， 亦 与 此 模式 相符 。 

Pero 及 同事 进行 了 生物 化 学 研究 。 首 先 ， 他 们 
从 SPO] 感染 的 细胞 中 纯化 出 RNA 聚合 酶 。 纯 化 过 
程 包括 一 个 磷酸 纤维 素 层 析 分 离 步骤 ， 可 分 离 聚 合 
酶 的 3 种 形态 。 首 先 分 离 出 的 聚合 酶 A 包含 宿主 核 
心 酶 、5 亚 基 及 所 有 叭 菌 体 编码 的 因子 ， 其 他 两 个 
RAM, BHC, Bba W, 而 B 中 包括 gp28，C 
中 包括 gp33 和 gp34。 图 8. 2 展示 了 通过 SDS-PAGE 
检测 到 的 后 面 两 个 聚合 酶 的 亚 基 结构 。 由 于 缺少 》 
亚 基 ， 这 两 种 酶 不 能 清楚 地 识别 DNA 的 启动 子 及 
非 启动 子 区 域 ,因此 无 法 进行 特异 性 转录 。 而 当 
Pero 及 同事 将 $ 亚 基 加 入 聚合 酶 并 检测 其 转录 特异 
性 时 ， 发 现 聚 合 酶 B 特异 性 地 转录 喉 菌 体 的 晚 早 期 
基因 , 而 聚合 酶 C 则 特异 性 地 转录 噬菌体 晚期 基因 。 


小 结 “噬菌体 SPOL 感染 的 枯草 芽 移 杆菌 ， 
其 基因 转录 以 时 序 模式 进行 ， 早期 基因 先 转录 ， 
然后 是 中 期 基因 ， 最 后 是 晚期 基因 这 种 转换 由 
噬菌体 编码 的 一 系列 o 因子 来 调控 。 这 些 o AF 
与 宿主 核心 聚合 酶 结合 从 而 改变 聚合 酶 对 早 、 
中 、 晚 期 基因 启动 子 识别 的 特异 性 。 宿 主 a 因子 
指导 啼 菌 体 早期 基因 转录 ， 赔 菌 体 蛋白 gp28 将 
转录 特异 性 转换 为 中 期 基因 ， 而 噬菌体 蛋白 gp33 
和 gp34 再 将 其 转换 为 晚期 基因 。 


图 8.2 噬菌体 SPOL 感染 

的 枯草 芽孢 杆菌 细胞 中 RNA 
聚合 酶 的 亚 基 组 成 。 层 析 分 Kee 
离 RNA RAM, RES 
SDSPAGE 显示 其 亚 基 组 
成 。B 酶 〈 泳 道 1) 含有 核 s 
心 亚 基 (BR、B、a 和 w) 和 
亚 基 gp28。C 酶 ( 泳 道 2) 
含有 核心 亚 基 gp34 和 gp33。 
最 后 两 道 分 别 含有 8 亚 基 和 
0 亚 基 。 (Source: Pero J. , è 
R. Tjian, J. Nelson, and 
R. Losick. In vitro transcrip- 
tion of a late class of phage 
SPO] genes. Nature 257 (18 
Sept 1975); f.l, p.249 © 
Macmillan Magazines Ltd. ) 
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孢子 形成 


以 上 讨论 了 SPO] 噬菌体 如 何 通过 o 因子 替换 
来 改变 宿主 RNA 聚合 酶 的 特异 性 。 现 在 ， 我 们 讨 
论 在 宿主 孢子 形成 (sporulation》 过 程 中 基因 表达 
发 生 改 变 的 相同 机 制 。 枯 草 芽孢 杆菌 在 养分 和 其 他 
条 件 适合 的 营养 生长 环境 (vegetative) 中 可 无 限 繁 
殖 ， 但 是 在 饥饿 或 其 他 不 利 条 件 下 ， 合 会 形成 坚硬 
的 芽孢 (endospore)， 在 休眠 状态 中 芽 抱 可 以 存活 
多 年 ， 直 到 条 件 适 宜 才 重新 生长 〈 图 8. 3 )。 

在 形成 芽 钨 过 程 中 ， 基 因 表 达 肯 定 会 发 生变 化 ， 
因为 不 同形 态 和 代谢 过 程 中 营养 细胞 和 芽孢 细胞 中 
的 某 些 基因 产物 不 同 。 事 实 上 ， 当 枯草 芽孢 杆菌 细 
胞 产生 芽孢 时 ， 会 激活 一 整套 新 的 产 孢 特异 性 基因 。 
从 营养 生长 到 芽孢 形成 的 转变 是 通过 一 个 复杂 的 a 
转换 系统 ， 关 闭 一 些 营养 生长 基因 的 转录 , 同时 又 
开启 产 孢 特异 性 基因 的 转录 。 

孢子 形成 是 细菌 生长 过 程 的 一 个 基本 的 变化 ， 
涉及 大 量 营养 基因 的 关闭 和 产 孢 基因 的 开启 。 此 外 ， 
转录 水 平 上 的 改变 不 是 绝对 的 ， 如 在 营养 生长 状态 
下 非常 活 唉 的 一 些 基因 ， 在 形成 孢子 的 过 程 中 也 保 
持 活性 。 转 录 开 关机 制 怎样 应 付 这 一 过 程 的 复杂 呢 ? 

你 可 能 会 预计 有 1 个 以 上 的 新 e 因子 参与 孢子 
形成 。 事 实 上 ， 参 与 此 过 程 的 因子 有 o, oF. o, 
of 和， 另外 还 包括 营养 生长 期 的 小， 每 个 因子 
都 有 识别 不 同 启动 子 的 重要 作用 。 例如， 营养 生长 
相关 的 o^ 识别 的 启动 子 与 E. coli 所 识别 的 启 
动 子 非常 相似 ， 一 10 框 一 般 为 TATAAT， 一 35 框 
的 保守 序列 为 TTGACA， 而 产 孢 特异 性 e 因子 识别 


(b) 
两 种 形态 的 枯草 芽孢 杆菌 。 (a) 营养 生 
长 细胞 ;(b) 产 孢 细胞 ， 在 最 左 端 即 为 正在 生成 
MFH. (Source: Courtesy Dr. Kenneth Bott. ) 


8.3 


LP SEEATA ARI. MFR AE AEH LAY oF 因 
子 激活 编码 其 他 产 孢 特异 性 o 因子 基因 的 转录 。 

HT DBA PAPE BA o 因子 真实 存在 所 使 用 的 技 
术 ， 我 们 先 了 解 一 下 由 Richard Losick 及 同事 对 其 中 
一 个 c 因 子 严 所 做 的 工作 。 首先， 他 们 证 明 oF 赋予 
聚合 酶 对 一 个 已 知 产 孢 基因 的 特异 性 。 他 们 用 包含 
oF RR of 的 聚合 酶 在 体外 有 标记 核 华 酸 条 件 下 ， 转 录 
含有 部 分 枯草 芽孢 杆菌 DNA 的 质粒 。 这 段 枯草 芽孢 
杆菌 DNA (图 8.4 ) 含有 营养 生长 和 孢子 发 生 相 关 基 
因 的 启动 子 。 营 养生 长 启动 子 位 于 3050bp 的 限制 性 
片段 中 ， 和 孢子 发 生 启 动 子 在 770bp 的 限制 性 片段 中 。 
Losick 及 同事 利用 标记 的 RNA 产物 与 模板 DNA 进行 
Southern 印迹 杂交 ， 显 示 了 o 因子 的 特异 性 : 如 果 转 
录 营 养生 长 基因 ， 所 得 标记 的 RNA 会 在 模板 DNA 
的 3050bp 处 显示 Southern 杂交 带 。 如 果 转 录 孢 子 发 
生 基 因 ， 则 标记 的 RNA 产物 与 模板 DNA 的 杂交 带 
出 现在 770bp 处 。 图 8. 5 表明 含 d 的 聚合 酶 所 转录 
的 RNA 只 出 现 与 营养 生长 相关 的 杂交 带 〈3050bp) 。 
而 含 F 的 聚合 酶 所 转录 的 RNA, 在 营养 生长 和 孢子 
发 生 相关 基因 处 〈3050bp 和 770bp) 均 出 现 杂交 信 
E. BRE 可 识别 营养 生长 基因 的 启动 子 ， 但 是 主 
要 亲 和 性 是 针对 孢子 发 生 基因 的 启动 子 ， 至 少 是 对 
770bp DNA 片段 中 的 那些 类 型 。 
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图 8.4 质粒 p213 的 部 分 图 示 。 这 段 DNA 含有 两 个 启动 子 : 营养 生长 启动 子 (Veg) 和 孢子 发 生 启 动 
子 (0.4kb)。 前 者 位 于 3050bp 的 EcoRLHindI 片段 内 〈 蓝 色 )， 后 者 在 770bp 的 片段 上 (红色 )。 
(Source; Adapted from Haldenwang W.G. , N. Lang, and R. Losick, A sporulation-induced sigma-like 
regulatory protein from B. subtilis. Cell 23: 616, 1981. ) 


图 8.5 of Mo HHH. 
Losick 小 组 在 体外 用 含有 ^ 
《 泳 道 1) RE ( 泳 道 1) 的 聚 
合 酶 转录 质粒 p213。 然 后 用 标 
记 的 转录 物 与 含有 EeoRL HindI 
的 质粒 片段 进行 Southern 印迹 
杂交 。 如 图 8.4 所 示 ， 该 质粒 
在 3050bp 的 EcoRI-Hindl 片段 
中 有 一 个 营养 生长 基因 的 启动 
子 ， 而 在 770bp 片段 中 有 一 个 
孢子 发 生 基因 的 启动 子 。 因 此 ， 
营养 生长 基因 的 转录 物 与 
3050bp 的 片段 杂交 ， 而 孢子 发 


„ bp 
| @ 2050 


iy 770 。 生 基因 的 转录 物 则 与 770bp 的 
660 。 片段 杂交 。 本 图 的 放射 自 显影 

结果 显示 A 酶 只 转录 营养 生长 

1 2 基因 ， 而 酶 降 可 转录 营养 生 
长 基因 又 可 转录 钨 子 发 生 基 因 。 


(Source; Haldenwang W. G, 
N Lang, and R Losick, A spor- 
ulation- induced sigme-like regulato- 
ry protein from B. subtilis. Cell 23 
(Feb 1981), £.4, p 618 Reprinted 
by permission of Elsevier Science. ) 


由 于 770bp H BEIT & HT A E E AY HE 
ARES, Abraham Sonenshein 小 组 试图 证 明 of 能 够 
转录 一 个 已 知 孢 子 发 生 基因 。 他 们 以 孢子 发 生 所 需 
要 且 已 克隆 的 基因 spollD 进行 转录 ， 用 分 别 含有 
oP. oS. oF 的 3 种 不 同 诊 合 酶 转录 该 基因 的 截 短片 
段 ， 以 便 产 生 截 断 转 录 物 (第 5 章 )。 之 前 ， 体 内 
RNA 的 S1 作 图 已 证 明 spollD 的 天 然 转录 起 点 。 由 
于 截 短 是 在 天 然 转 录 起 点 下 游 700bp 处 ， 因 此 从 正 
确 转录 起 点 开始 的 体外 转录 产生 一 个 700bp 的 截断 
转录 物 。 如 图 8. 6 所 示 ， 只 有 of 可 产生 该 转录 物 ， 
其 他 o 因子 都 不 能 使 RNA 聚合 酶 识别 spolID 启动 
子 。 相 似 的 实验 证 明 o^ 也 不 能 识别 该 启动 子 。 

Losick 小 组 证 实 正本 身 就 是 孢子 发 生 基因 的 产物 ， 
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最 初 称 为 spo1IG。 可 以 推测 ， 该 基因 的 突变 会 在 早期 
阻止 殉 子 的 形成 。 如 果 没 有 o 因子 识别 孢子 发 生 基 因 ， 
那么 这 些 基因 就 不 会 表达 ， 孢 子 也 就 无 法 形成 。 
oa 
bp M of o 
622 = spoliD 
404 
309 


242 


图 8.6 通过 spoIID 启动 子 的 截断 转录 确定 of 的 
特异 性 。 制 备 含有 spollD 启动 子 的 限制 性 酶 切片 
眉 ， 然 后 在 体外 用 枯草 芽孢 杆菌 的 核心 RNA 聚合 
酶 加 CRAKE), RA oto ( 右 道 ) 来 转录 
该 片段 。 泳 道 M 是 已 知 各 条 带 大 小 的 DNA 标准 。 
右边 箭头 指示 预计 spol ID 启动 子 截断 转录 物 的 位 
E ( 约 770n0， 只 有 含 o 的 酶 可 形成 这 一 转录 
物 。 (Source: Rong S , M.S. Rosenkrantz, and 
A. L. Sononshein, Transcriptional control of the 
Bacillus subtilis spollD gene. Journal of Bacteriol- 
ogy 165, no.3 (1986) f.7, p.777, by permis- 
sion of American Society for Microbiology. ) 


小 结 KAS RE RAF, 一 组 全 新 
的 孢子 发 生 特异 性 基因 被 开启 ， 许 多 营养 生长 基 
因 (但 不 是 全 部 ) 被 关闭 。 这 种 转换 主要 发 生 在 


转录 水 平 ， 通 过 几 个 新 的 5 因子 取代 RNA RA 
酶 核心 酶 中 转录 营养 生长 基因 的 o AF, WAF 
发 生 基因 的 转录 蔡 代 营养 生长 基因 的 转录 ,并且 
每 个 5 因子 都 有 自己 偏爱 的 启动 子 序列 - 


拥有 多 启动 子 的 基因 


枯草 芽孢 杆 菌 孢 子 发 生 的 故事 对 我 们 的 下 一 个 
话题 多 启动 子 (multiple promoter) 是 个 很 好 的 引 
言 ， 因 为 孢子 发 生 基因 首先 提供 了 这 种 现象 的 实例 。 
当 不 同 因子 占 主导 地 位 时 ， 有 些 基因 在 孢子 发 生 
过 程 的 两 个 或 更 多 阶段 中 都 要 表达 ， 因 此 这 些 基因 
应 该 有 被 不 同 “因子 所 识别 的 多 个 启动 子 。 

spoVG 是 具有 两 个 启动 子 的 孢子 发 生 基因 ， 可 被 
EPH EF ( 分 别 为 包含 PA F 的 RNA 聚合 酶 全 酶 ) 
所 转录 。Losick 小 组 利用 DNA- 纤 维 素 层 析 法 从 孢子 发 
生 细胞 中 得 到 全 酶 的 部 分 分 离 组 分 ， 然 后 用 具有 聚合 
酶 活性 的 分 离 峰 的 不 同 组 分 对 截 短 的 spoVG 基因 的 克 
隆 进行 截断 转录 。 分 离 峰 前 缘 〈jeading edge) 组 分 主 
要 产生 Mone 的 截断 转录 物 ， 分 离 峰 后 缘 trailing 
edge) 组 分 主要 产生 120nt 的 截断 转录 物 ， 而 位 于 峰 中 
部 的 组 分 可 同时 产生 以 上 两 种 截断 转录 物 。 

利用 另 一 轮 DNA- 纤 维 素 层 析 ， 他 们 成 功 地 分 离 
了 涌 合 酶 的 这 两 个 活性 组 分 。 其 中 ， 含 oF 的 组 分 只 
能 合成 110nt 的 截断 转录 物 。 此 外 ， 产 生 这 一 转录 本 
的 能 力 与 酶 中 oF 的 含量 平行 ， 说 明 号 负责 这 一 转录 
活性 。 为 进一步 证 明 ，Losick 小 组 又 用 凝 胶 电泳 纯化 
了 并 将 其 与 核心 聚合 酶 结合 ,结果 表明 只 产生 
110nt 截断 转录 物 〈 图 8. 7)。 同 样 的 实验 也 证 明 op 与 


核心 聚合 酶 结合 后 只 产生 120nt 的 截断 转录 物 。 
o 
of of oF 
120nt> «Pi 
110nt> = «po 
1 2 3 


图 8.7 of Mo’ 的 专 一 性 。Losick 小 组 通过 凝 胶 
电泳 纯化 了 P 和 号， 然后 用 核心 聚合 酶 通过 截断 
转录 进行 检测 。 瀛 道 1 含 引起 下 游 启 动 子 〈P2) 
选择 性 起 始 。 泳 道 2 含 引起 上 游 启 动 子 (PLD 
选择 性 起 始 。 泳 道 3 含有 P M E 引起 两 个 启动 子 
的 起 始 。 (Source: Adapted from Johnson W.C. ， 
C P. Moran, Jr., and R Losick, Two RNA poly- 
merase sigma factors from Bacillus subtilis discrimi- 

nate between overlapping promoters for a developmen- 

tally regulated gene. Nature 302 (28 Apr 1983), f. 4, 
P. 803. © Macmillan Magazines Ltd. ) 


以 上 这 些 实验 证 明 spoVG 基因 可 被 EH Eg 
所 转录 ， 而 且 这 两 个 酶 识别 的 转录 起 始 位 点 相隔 
10bp 的 距离 ， 如 图 8. 8 所 示 。 通 过 这 些 起 始 位 点 ， 
可 以 计算 其 上 游 的 碱 基 对 数 ， 并 可 以 找 出 每 种 c 因 
子 所 识别 的 启动 子 区 的 一 10 框 和 一 35 HE (图 8.8 
所 示 )。 通 过 与 多 个 被 同一 o 因子 所 识别 的 一 10 HE 
和 一 35 框 序列 的 比较 ,可 以 确定 第 6 章 中 所 报道 的 
保守 序列 。 


-35 P1 -10 PI P1(08) 

ETEA 

AGGATT+**AAATCe*sGGAATTGAT#*eT AATGCTTTTATA 
Lot 


-35 P2 -10 P2 


图 8.8 枯草 芽孢 杆菌 spoVG 的 重大 启动 子 。 
Pl 表示 由 oo 识别 的 上 游 启 动 子 ， 上 方 用 红色 
表示 其 转录 起 点 和 启动 子 的 一 10 框 及 一 35 
框 。P2 表示 由 of 识别 的 下 游 启 动 子 ， 下 方 用 
蓝 色 表示 其 转录 起 点 和 启动 子 的 一 10 框 及 
-35 框 。 


P2 oF 


小 结 有 些 原核 基因 在 两 个 不 同 o 因子 都 有 
活性 时 必须 被 转录 ， 这 些 基因 具有 两 个 启动 子 ， 
每 个 启动 子 由 其 中 一 个 因子 所 识别 ， 从 而 保证 
不 管 哪个 o 因子 存在 基因 都 能 表达 ， 同 时 还 能 实 
现在 不 同情 况 下 基因 表达 的 差异 调控 。 


0 因子 的 其 他 转换 


细胞 受到 高 温 或 其 他 环境 胁迫 时 会 产生 热 激 
BZ Cheat shock response), ， 从 而 使 损害 降低 到 最 
小 限度 。 此 时 先 产 生 叫 做 分 子 伴 但 (molecular 
chaperone) 的 蛋白 质 ,分 子 伴 个 与 受到 热 激 而 不 

全 折 得 的 蛋白 质 结合 ， 帮 助 其 重新 正确 折 登 。 
还 产生 蛋白 酶 降解 那些 经 分 子 伴 但 帮助 仍 不 能 正 
确 折 登 的 蛋白 质 。 总 之 ,将 能 编码 帮助 细胞 在 热 
激 条 件 下 生存 的 蛋白 质 的 基因 称 为 热 激 基 
Cheat shock gene) 。 

M E. coli 细胞 受到 热 激 后 (从 正常 生长 温度 
37 人 C 升 到 42°C), 正常 转录 立即 停止 或 降低 ， 同 时 有 
17 种 新 的 热 激 蛋白 转录 物 开 始 合成 。 这 些 转录 物 纺 
码 分 子 伴侣 和 蛋白 酶 来 协助 细胞 度 过 热 激 胁迫 。 这 
一 转录 过 程 的 转换 需要 rpoH 基因 产物 的 参与 ， 该 
基因 编码 分 子 质量 为 32kDa 的 。 AF. HOH o”, th 
叫 四， 这 里 的 H 代表 热 激 。1984 年 Grossman 小 组 
证 明 "确实 是 一 个 AF, o SEOANE 
复合 物 可 以 从 天 然 转录 起 始 位 点 开始 ,对 不 同 热 激 
基因 进行 体外 转录 。 

热 激 反应 在 lmin 之 内 就 能 开始 ， 显 然 这 样 短 


*，179 。 


的 时 间 不 足以 令 rpoH 基因 转录 并 利用 mRNA 翻 
译 出 足够 多 的 新 "因子 。 有 两 个 过 程 可 解释 of 是 
如 何 迅速 积累 的 。 首 先 ， 该 蛋白 本 身 在 温度 升 高 
过 程 中 变 得 更 稳定 ， 在 正常 生长 条 件 下 "H 
激 蛋白 结合 而 变 得 不 稳定 ， 发 生 降解 。 当 温度 升 
高 时 ,许多 蛋白 质 不 能 正确 折 和 全， 使 热 激 蛋 白 与 
on 解 离 以 便 拯救 或 降解 那些 异常 折 伙 的 蛋白 质 。 

其 次 , 高 温 对 of 浓度 的 影响 反映 在 翻译 水 平 
上 : 高 温 引 起 rpoH mRNA 的 5 - 非 翻译 区 的 二 级 结 
构 解 离 ， 使 其 更 容易 与 核糖 体 结合 。Miyo Morita 小 
组 通过 对 推测 的 关键 二 级 结构 区 的 突变 验证 了 这 一 
假设 。 他 们 发 现 野 生 型 和 突变 型 mRNA 二 级 结构 的 
解 离 温度 与 o* 合 成 的 可 诱导 性 有 关 。 在 第 17 章 将 
详细 讨论 这 一 机 制 。 

在 氮 饥 饿 情况 下 ， 另 一 因子 ("R o) 直接 
参与 所 代谢 相关 基因 的 转录 。 此 外 ， 虽 然 革 兰 氏 阴 
性 菌 ， 如 E. coli 不 产生 孢子 ， 但 对 饥饿 胁迫 也 有 适 
应 性 反应 。 处 于 生长 稳定 期 (细胞 非 增殖 期 ) 的 
E. coli 细 胞 ， 其 RNA HEA BEM o INF BBE o° HE 
代 后 ， 便 会 使 逆境 抗 性 基因 的 表达 开启 。 这 些 都 是 
基本 的 应 对 机 制 的 例子 ， 细 菌 往 往 通过 o 因子 转换 
所 介 导 的 整体 转录 机 制 的 改变 来 应 对 其 生存 环境 的 
变化 。 

IMB E: coli 的 热 激 反应 是 由 可 变 的 o 因子 

o CoM) BASE. a” Co) 取代 o” Co") 后 ，RNA 
聚合 酶 与 热 激 蛋白 基因 启动 子 结合 。 在 高 温 下 o" 
的 积累 是 由 于 of 稳定 性 的 增加 以 及 其 mRNA HH 
译 增强 所 致 。 而 对 于 低 所 或 饥饿 胁迫 下 的 响应 主 
BRM o CoN) UI 0%, 


8.2 T7 叭 菌 体 中 所 编码 的 RNA 
聚合 酶 


TT 鸣 菌 体 属 于 相对 简单 的 一 类 E. coli 噬菌体 ， 
T3 和 QI[ 也 属 此 类 。 与 SPOL 相 比 , 它们 的 基因 组 
较 小 ， 基 因数 较 少 。 我 们 将 这 类 叭 菌 体 的 基因 转录 


分 为 3 个 时 期 : 1、IL、IHII (也 可 以 称 为 旱 、 中 、 晚 
期 ， 以 便 与 SPO1 中 的 命名 一 致 )。 在 5 个 1 型 基因 
中 有 一 个 基因 (基因 D 对 于 TT, M 型 基因 的 表达 


是 必须 的 。 当 基因 1 突变 后 ， 只 有 1 型 基因 被 转录 。 
通过 前 面 对 SPOL 的 了 解 ， 你 可 能 会 认为 基因 1 编 
码 一 个 因子 来 指导 宿主 RNA RAE RH 
晚期 基因 。 有 人 在 研究 T7 叭 菌 体 时 就 得 出 了 这 一 
结论 ， 但 这 是 错误 的 。 

基因 1 的 产物 不 是 o 因子 而 是 包含 在 一 条 多 肽 
里 的 噬菌体 特异 性 RNA 聚合 酶 。 该 聚合 酶 特异 性 


.Bs 


地 转录 TI 噬菌体 的 IL 型 和 ll 型 基因 ， 而 不 转录 1 
型 基因 。 该 酶 确实 极 具 特异 性 ， 只 转录 T 噬菌体 
的 了 I、III 型 基因 ， 而 不 转录 其 他 任何 天 然 模板 。 在 
这 种 噬菌体 中 ， 基 因 转录 的 转换 机 制 也 相对 较 简单 
(图 8.9)。 


(2) 早期 转录 :特异 性 因子 : 窗 主 0 因子 (TC) 
=> 


=> 


| | 型 基因 


| 型 转录 


HE a, Aa RMR BARNA IR A (DD) 


(b) PEIRE: RRNA A i (LD) 
=> 


cS 


TAY ANT AY I 


TAY AUT A EK 


9 AL AYE 
图 8.9 感染 E.coli 的 T7 Oe Boe He RAY E 
flo (a) 早期 (I 型) 转录 取决 于 宿主 RNA RA 
酶 全 酶 ， 包 括 宿主 因子 〈 蓝 色 )， 其 中 一 种 早期 
WAKEH T7 RNA RAN GRE). (b) 晚期 
《II 型 和 II 型 ) 转录 依赖 于 T7 RNA 聚合 酶 。 


“me RO DNA 进入 宿主 细胞 后 ，E. coli 全 酶 就 
开始 转录 叭 菌 体 的 5 个 I 型 基因 ， 包 括 基因 1。 基 因 
1 的 产物 是 噬菌体 特异 的 RNA 聚合 酶 ， 随 后 它 开始 
转录 噬菌体 的 II、ITI 型 基因 。 

从 T3 鸣 菌 体 中 也 已 分 离 到 相似 的 聚合 酶 。 它 
仅 对 T3 基因 具有 特异 性 。 实 际 上 T? 和 T3 的 启动 
子 已 经 被 构建 到 克隆 载体 上 ， 如 pBluescript 载体 
( 见 第 4 章 )。 这 些 DNA 在 体外 可 以 被 其 中 一 个 或 几 
个 噬菌体 聚合 酶 所 转录 ， 产 生 特异 的 RNA 链 。 

小 结 TT 噬菌体 编码 一 个 新 的 对 噬菌体 晚 
期 基因 具有 绝对 特异 性 的 RNA 聚合 酶 ， 而 不 是 
编码 新 的 e 因子 去 改变 宿主 聚合 酶 从 早期 到 晚期 
的 特异 性 。 这 个 由 一 条 多 肽 组 或 的 聚合 酶 是 叭 菌 


体 最 早 表达 的 基因 之 一 《基因 D 的 产物 。 这 种 
噬菌体 感染 细胞 后 其 转录 过 程 较为 简单 ， 宿 主 聚 
合 酶 转录 早期 基因 (型 基因 )， 其 中 一 个 产物 是 
噬菌体 聚合 酶 ， 该 酶 转录 晚期 基因 O 型 和 In 
型 基因 )。 


8.3 入 噬菌体 感染 E. coli 


到 目前 为 止 ， 我 们 所 研究 的 哈 菌 体 ( 如 T2、 
T4、T7、SPOI) 多 数 为 毒性 噬菌体 它们 复制 


AREY) AN 


重新 感染 
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DNA 复 制 


a cl 菌 体 DNA 整 合 


时 会 通过 裂解 杀 死 宿主 细胞 。 而 和 噬菌体 是 一 种 
温和 (temperate) 噬菌体 ， 感染 E.coli 时 不 一 定 
非 要 杀 死 宿主 。 在 这 方面 入 噬菌体 比 其 他 叭 菌 体 
的 感染 方式 更 灵活 些 ， 它 有 两 种 增殖 方式 〈 图 
8. 10) 。 第 一 种 是 裂解 模式 〈lytic mode) ， 与 毒性 
MPRA Me Hy CATA]. MR BR DNA 进入 宿主 细 
胞 ， 利 用 宿主 的 RNA 聚合 酶 进行 转录 。 哈 菌 体 
mRNA 被 翻译 成 子 代 星 菌 体 和 蛋白 ,噬菌体 DNA 
在 宿主 体内 复制 并 与 翻译 的 蛋白 组 装 成 子 代 哈 菌 
体 。 当 宿主 细胞 裂解 释放 子 代 噬菌体 时 ， 感 染 过 
程 就 结束 了 。 


溶 源 期 


图 8.10 入 噬菌体 引起 的 裂解 性 与 溶 源 性 感染 。 蓝 色 细 胞 处 于 裂解 期 ,黄色 细胞 处 于 溶 源 期 ， 绿 色 细胞 


尚 不 确定 。 


在 溶 源 模式 (lysogenic mode) 中 很 多 过 程 与 
AMRF. WA DNA 进入 宿主 细胞 后 ， 其 早 
期 基因 转录 并 翻译 ， 这 一 过 程 与 裂解 感染 一 致 
但 是 当 27kDa 的 噬菌体 蛋白 O RRCD 出 
现 并 与 噬菌体 的 两 个 操纵 子 区 结合 后 ， 所 有 基因 
转录 都 被 关闭 ， 只 剩 下 cl (读音 “cone” 而 不 是 
“ceye”) 这 一 编码 入 自身 阻 遏 物 的 基因 。 在 这 种 
情况 下 ， 仅 有 一 个 叭 菌 体 基因 有 活性 ， 这 也 就 很 
容易 理解 为 什么 它 没有 子 代 噬 菌 体形 成 。 而 且 ， 
ERR, RK DNA 会 整合 到 宿主 基 
因 组 中 。 整 合 了 噬菌体 DNA 的 细菌 也 被 称 为 溶 
源 菌 〈lysogen)。 整 合 的 DNA 被 称 为 原 噬菌体 
(prophage) 。 这 种 溶 源 态 可 以 无 限期 地 存在 , 不 
能 认为 这 对 叭 菌 体 是 不 利 的 ， 因 为 溶 源 态 噬菌体 


的 DNA 会 随 着 宿主 DNA 的 复制 而 复制 ， 不 用 产 
生 叭 菌 体 颗粒 就 可 以 成 倍 地 扩 增 其 基因 组 。 因 
此 ， 可 以 说 它 搭 上 了 宿主 的 “ 便 车 ”。 在 特定 条 
件 下 ， 如 遇 到 化 学 诱 变 剂 或 辐射 ， 溶 源 菌 便 会 破 
裂 使 噬菌体 进入 裂解 状态 。 


小 结 ORCA LH LR PR DATST 
式 中 的 任 一 种 进行 复制 。 在 发 解 模式 下 几乎 所 有 
哈 菌 体 基因 都 转录 并 且 翻译 ， 同 时 噬菌体 DNA 
复制 形成 子 代 哈 菌 体 ， 然 后 裂解 宿主 细胞 。 在 溶 
源 模式 下 ，XDNA 与 宿主 基因 组 整合 ， 仅 有 一 个 
基因 表达 入 阻 遏 物 ，》 阻 坎 物 抑制 了 噬菌体 其 他 
所 有 基因 的 转录 。 然 而 ， 整 合 的 噬菌体 DNA 依 
然 能 够 复制 ， 因 为 它 已 成 为 宿主 DNA 的 一 部 分 。 
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入 噬菌体 的 裂解 繁殖 


入 噬菌体 的 裂解 繁殖 周期 与 毒性 噬菌体 类 似 ， 其 
转录 分 为 3 个 时 期 ， 称 为 早期 Cimmediate early), BR 
UW) (delayed early) 和 晚期 (late) 。 这 三 类 基因 依次 
HEIER DNA 上 ， 这 有 助 于 解释 它们 是 如 何 被 


(a) 
头 部 基因 重组 AN 


调控 的 。 图 8. 11 以 两 种 形式 展示 了 和 噬菌体 的 遗传 
图 谱 。 噬菌体 处 于 颗粒 状态 时 DNA 为 线形 ， 哈 菌 体 
感染 宿主 后 短 时 间 内 形成 环形 。 环 化 过 程 可 能 是 由 于 
线性 基因 组 两 端 有 12bp 的 黏 性 末端 所 致 ， 这 种 黏 性 
末端 称 为 cos 位 点 。 环 化 作用 将 分 别 位 于 线性 基因 组 
两 端的 晚期 基因 连接 到 一 起 。 


(b) 


GATA 


WAH, NRBR SG AEA OY BT AE h e SR K 
所 控制 的 ， 但 和 噬菌体 采用 了 一 种 我 们 还 未 见 过 
的 转换 方式 : 抗 终止 (antitermination) 。 图 8. 12 
是 这 一 过 程 的 示意 图 。 宿 主 RNA 聚合 酶 全 酶 先 
转录 噬菌体 的 早期 基因 。 这 类 基因 只 有 cro 和 N 
两 个 ， 分 别 直接 位 于 右 向 启动 子 Pe 和 左 向 启动 
TP. 下 游 。 在 裂解 周期 的 这 一 阶段 ， 尚 无 阻 晕 
物 与 控制 这 些 启动 子 的 操纵 子 〈 分 别 是 Or 和 
On) 结合 ， 所 以 转录 进程 不 受到 阻 过 。 当 至 合 酶 
到 达 早 期 基因 的 末端 时 ， 遇 到 终止 子 并 在 晚 旱 期 
基因 处 终止 转录 。 

这 两 个 早期 基因 产物 对 和 噬菌体 基因 的 后 续 表 
达 十 分 关键 。cro 基因 产物 是 一 个 阻 遇 物 ， 能 抑制 入 
PEA cl 的 转录 ,阻止 和 阻 遏 物 蛋白 合成 。 这 
一 点 对 受 入 阻 遏 物 抑制 的 其 他 噬菌体 基因 的 表达 十 
分 必要 。N 基因 的 产物 N 蛋白 是 个 抗 终止 因子 
Cantiterminator) ， 使 RNA 聚合 酶 忽略 早期 基因 未 端 
的 终止 子 而 继续 转录 后 续 的 晚 早 期 基因 。 请 注意 ， 
早期 和 晚 早期 基因 的 转录 由 相同 的 启动 子 (Ps 和 
PL) 控制 。 这 一 转换 既 不 涉及 新 的 o 因子 也 不 是 
RNA 聚合 酶 识别 新 的 启动 子 开始 新 的 转录 ， 与 其 他 
哈 菌 体 不 同 ， 它 是 由 相同 启动 子 控制 的 转录 过 程 的 
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baa 图 8.11 A pA pk RY 
EER, (a) 线形 图 ， 
DNA 以 线性 方式 存在 
FOR, BE 
性 末端 (cos) 在 图 的 两 
端 。 基因 基本 上 是 按 功 
能 分 组 。 b) 环形 图 ， 
DNA 存在 于 被 裂解 性 
感染 的 宿主 细胞 ， 其 黏 
性 末端 已 连接 。 


延伸 。 

晚 早期 基因 对 于 裂解 周期 的 继续 以 及 溶 源 态 的 
建立 均 很 重要 。O 基因 和 P 基因 编码 噬菌体 DNA 
复制 所 必需 的 蛋白 质 ， 而 复制 是 裂解 周期 的 关键 。 
Q 基 因 的 产物 〈Q 是 另 一 个 抗 终止 子 ) 可 使 晚期 基 
因 转录 。 

晚期 基因 都 是 沿 右 向 转录 的 ， 但 不 是 从 Pr F 
始 的 。 晚 期 启动 子 P 恰好 位 于 Q 的 下 游 。 如 果 Q 
不 干预 转录 终止 ， 那 么 从 Pr 开始 的 转录 仅 进行 
194bp 就 终止 了 。N 基因 的 产物 不 能 代替 Q， 它 对 
cro 和 NN 基因 后 的 抗 终止 作用 是 特异 性 的 。 晚 期 基 
因 编码 星 菌 体 头 部 和 尾部 蛋白 以 及 裂解 宿主 细胞 的 
蛋白 质 ， 将 子 代 噬菌体 释放 出 来 。 

小 结 EA TR RURAL HP, 早期 / 晚 早 
期 /晚期 基因 转录 的 转换 是 受 抗 终止 蛋白 控制 的 。 
cro 是 两 个 早期 基因 之 一 ， 其 编码 产物 是 cl 基因 
的 阻 过 物 ， 从 而 使 裂解 周期 继续 下 去 。 另 外 一 个 
基因 N 编码 抗 终止 蛋白 N， 使 转录 越过 N 和 cro 
基因 的 终止 子 进入 晚 早 期 基因 转录 。 晚 早期 基因 
之 一 的 Q 基 因 编 码 另外 一 个 抗 终止 蛋白 《Q)， 
使 晚期 基因 从 晚期 启动 子 Px 处 开始 转录 ,不 至 
于 提前 终止 。 


tr, 


d cro 


(a) 早期 


(b) 晚 早 期 


(c) 晚期 


图 8.12 入 噬菌体 裂解 性 感染 后 转录 的 时 序 控制 。 
(a) 早期 基因 转录 〈 红 色 ) 始 于 阻 遇 物 基 因 cl 两 
侧 的 右 向 和 左 向 启动 子 (Pe 和 P), 停止 于 N 和 
cro 之 后 的 rho 依赖 型 终止 子 (tb) 处 Cb) 晚 早 期 
转录 GEE) 在 相同 的 启动 子 (PR 和 P.) 处 开 
始 ， 通 过 抗 终止 子 N 越过 终止 子 ，(c) 晚期 转录 
《绿色 ) 在 一 个 新 的 启动 子 Pe' 处 开始 ， 如 果 没 有 
QQ 基因 的 产物 Q〈 另 一 个 抗 终止 因子 ) 它 就 会 在 
终止 子 t 处 停止 。 此 处 O 〇 和 PP 是 晚 早期 基因 的 编 
BRA, 不 是 操纵 子 和 启动 子 。 


抗 终 止 N 和 Q 如 何 行使 其 抗 终止 功能 呢 ? E 
们 可 能 采取 两 种 不 同 的 机 制 。 先 看 N 介 导 的 抗 终 
止 ， 图 8. 13 显示 了 这 一 过 程 。 图 8. 13a 中 给 出 N 基 
因 周围 的 遗传 位 点 。 在 其 右面 是 左 向 启动 子 P. 和 
操纵 子 OL ， 这 里 是 向 左 转录 的 起 始 处 。N 基因 的 下 
游 ( 左 侧 ) 有 个 转录 终止 子 ， 在 缺乏 N 基因 产物 
CN) 时 ， 向 左 的 转录 会 终止 。 图 8. 13b BARREN 
时 所 发 生 的 反应 。RNA 聚合 酶 〈 粉 色 ) 在 Pi 处 开 


始 转录 N EA, BSA Fa BA DNA 上 解 离 ， 
释放 N mRNA，N 蛋白 合成 ， 图 8. 13c 显示 接 下 来 
所 发 生 的 反应 。N 蛋白 〈 紫 色 ) 与 N 蛋白 利用 位 点 
nut site (N utilization site, 绿色) 结合 并 与 已 结合 
于 RNA 聚合 酶 的 宿主 蛋白 复合 体 〈 黄 色 ) 相互 作 
用 。 由 此 在 某 种 程度 上 改变 了 聚合 酶 活性 ， 使 其 变 
得 “盲目 ”而 忽略 终止 子 ， 因 而 转录 持续 到 晚 早 期 
基因 。 同 样 ， 从 Ps 开始 向 右 的 转录 也 采取 同样 的 
机 制 ， 因 为 在 cro 的 右 端 也 有 一 个 位 点 使 聚合 酶 忽 


赂 终止 子 而 转录 晚 早 期 基因 。 
(a) 
a ng w aea 
i REDES 了 EL 
Auk F(t) N 鼻 白 利用 位 点 
(b) ZNÁ 
所 四 


多 顺 反 子 mRNA 


图 8.13 抗 终止 子 N 对 左 向 转录 的 影响 。 (a) 入 
噬菌体 基因 组 的 N 区 。N 周围 的 基因 分 别 是 左 向 
启动 子 P. 和 操纵 子 OL、 终 止 子 〈 红 色 )、nut 位 
A GRE). (b) 没有 N 情况 下 的 转录 。RNA HE 
AN ME) 在 P 处 开始 向 左 转录 ， 在 位 于 NN 
基因 后 的 终止 子 处 停止 。N mRNA 是 唯一 转录 产 
物 。(c) N 存在 时 的 转录 。N RE) 与 转录 本 的 
nut 位 点 结合 并 且 与 NusA (WE) 结合 , 而 NusA 
又 与 其 他 蛋白 〈 未 显示 ) 一 起 与 RNA RABE 
合成 复合 体 。 这 一 复合 体 使 聚合 酶 可 以 通读 终止 
子 ， 继 而 转录 晚 早 期 基因 。 
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怎样 得 知 宿主 蛋白 也 参与 抗 终止 呢 ? 遗传 学 研究 
表明 4 个 宿主 基因 的 突变 会 影响 抗 终止 。 这 些 基因 编 
码 蛋 白质 NusA、NusB、NusG 以 及 核糖 体 S10 蛋白 。 这 
些 宿主 蛋白 的 相互 作用 会 导致 宿主 细胞 死亡 , 这 听 起 来 
似乎 有 些 难以 置信 ， 其 实 这 只 是 病毒 为 了 自身 利益 而 
控制 寄主 细胞 过 程 的 诸多 实例 之 一 。 在 本 例 中 ，S10 蛋 
白 显然 与 合成 蛋白 质 有 关 ，Nus 蛋白 使 ?个 rm 操纵 子 
抗 终止 ，rm 操纵 子 编码 核糖 体 RNA 和 tRNA。 实际 
E, 我 们 将 会 看 到 NusA 促进 了 终止 作用 。 

体外 实验 表明 N 和 NusA 这 两 个 蛋白 质 在 终止 


(a) 弱 的 非 进行 性 复合 体 


PRE nut 位 点 足够 近 时 可 产生 抗 终止 作用 。 图 8. 14a 
显示 在 这 种 小 范围 的 抗 终止 过 程 中 所 涉及 的 蛋白 复 
合体 ， 同 时 也 说 明了 N 蛋白 自身 并 不 结合 在 RNA 
聚合 酶 上 ， 而 是 与 NusA 结合 ， 然 后 NusA 再 与 聚 
合 酶 结合 。 图 中 还 介绍 了 nut 位 点 的 两 个 部 分 : A 


& (box A) 与 B 盒 (box B), A H nut 位 点 高 度 
保守 ， 而 B 盒 则 不 然 ， 不 同 的 nut 位 点 间 存 在 差异 。 
也 盒 转录 本 中 包含 一 个 反 向 重复 序列 ， 可 形成 蕉 环 
结构 ， 如 图 8. 14 所 示 。 


(b) 强 的 进行 性 复合 体 


8.14 ”参与 N 介 导 抗 终止 的 蛋白 质 复合 体 。(a) 弱 的 非 进 行 性 复合 体 。NusA 结合 到 聚合 酶 上 ， 
NN 结合 到 NusA 和 转录 本 nut 位 点 的 B 盒 ， 在 延伸 中 的 RNA 上 产生 一 个 环 。 该 复合 体 相对 较 弱 ， 
只 在 nut 位 点 附近 引起 抗 终止 (虚线 箭头 )。 这 种 情况 只 在 体外 存在 。(b) 强 的 进行 性 复合 体 。 如 
(a) 所 示 ，NusA 将 N 和 B 盒 辕 定 到 聚合 酶 上 ，S10 结合 到 聚合 酶 上 ，NusB 结合 到 转录 本 nut 位 
点 的 A 盒 上 ， 使 聚合 酶 与 转录 本 的 结合 更 为 紧密 ,复合 体 更 加 稳定 。NusG 对 复合 体 的 加 强 也 有 作 
用 。 这 个 复合 体 是 进行 性 的 ， 在 体内 可 以 引起 下 游 数 千 碱 基 对 的 抗 终止 (空心 篆 头 )。 


体内 抗 终止 并 不 像 上 述 示 意 过 程 ， 因 为 抗 终 止 
发 生 在 相对 于 nur 位 点 下 游 至 少数 百 个 碱 基 对 的 终 
止 子 上 。 这 种 抗 终止 是 进行 性 的 〈processive)， 因 
为 聚合 酶 在 DNA 链 上 移动 相当 长 的 距离 时 ， 抗 终 
止 因子 始终 与 其 结合 。 这 种 进行 性 抗 终止 不 仅 需 要 
N 和 NusA， 还 需要 其 他 3 种 宿主 蛋白 NusB、NusG 
和 S10。 推 测 这 些 蛋白 质 帮助 稳定 抗 终止 复合 体 使 
其 稳定 到 达 终止 子 。 图 8. 14b 显示 包含 所 有 这 5 个 
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抗 终止 蛋白 的 稳定 复合 体 。 

对 图 8. 14 中 所 述 抗 终止 复合 体 而 言 ， 最 预想 不 
到 的 特征 是 它 不 与 nat 位 点 本 身 相 互 作 用 ， 而 是 与 
nut 位 点 的 转录 物 相互 作用 。 何 以 得 知 ? 其 中 一 个 
证 据 是 N 蛋白 上 识别 nue 位 点 的 重要 区 域 富 含 精 氨 
AR. 这 与 RNA- 结 合 结构 域 相似 。Asis Das 提供 了 
更 直接 的 证 据 ， 他 利用 凝 胶 阻 灌 实 验证 明 N 与 含有 
B&H RNA 片段 结合 。 此 外 ， 当 NN 和 NusA 都 与 复 


合体 结合 时 ， 可 部 分 地 保护 BARZ RNA 酶 降解 ， 
但 不 保护 A 盒 。 只 有 当 所 有 5 个 蛋白 质 都 结合 到 复 
合体 时 才能 保护 A 盒 免 受 RNA 酶 降解 。 这 些 结果 
与 图 8. 14 的 模型 一 致 

那么 如 何 知道 存在 图 8. 14 中 所 示 的 RNA 环 呢 ? 
对 此 还 不 能 肯定 ， 但 很 容易 想到 从 N 蛋白 结合 到 
nut 位 点 的 转录 本 开始 ， 直 到 聚合 酶 达到 终止 子 为 
止 ， 如 果 N 蛋白 始终 保持 与 聚合 酶 和 RNA 的 结合 ， 
就 需要 形成 如 图 所 示 的 RNA 环 。 为 了 验证 这 个 假 
设 ，Jack Greenblatt 小 组 分 离 到 一 些 突变 体 ， 其 编 
码 RNA 聚合 酶 B 亚 基 的 基因 发 生 了 突变 ， 从 而 影响 
NN 蛋白 介 导 的 抗 终止 作用 。 这 些 突变 体 在 体外 转录 
中 不 能 保护 nut 位 点 的 转录 本 ， 表 明 在 转录 过 程 中 
RNA 聚合 酶 、N 蛋白 和 nut 位 点 的 转录 本 之 间 存 在 
着 结合 。 于 是 很 容易 再 次 想象 到 位 于 nut 位 点 的 转 
录 本 和 聚合 酶 之 间 的 RNA 会 形成 一 个 环 。 

那么 N 和 蛋白 如 何 阻止 终止 呢 ? 有 一 个 假设 认为 
N 蛋白 限制 了 对 终止 很 重要 的 RNA 聚合 酶 在 终止 子 
位 点 的 暂停 。 但 是 Ivan Gusarov 和 Evgeny Nudler 在 
2001 年 认为 N 蛋 白 并 不 完全 依靠 限制 聚合 酶 的 暂停 
来 产生 对 终止 作用 的 显著 影响 。 他 们 证 明 ，N 蛋白 与 
注定 会 形成 发 夹 结构 的 上 游 RNA 结合 ， 从 而 减缓 发 
夹 的 形成 。 没 有 发 夹 ， 终 止 就 不 会 发 生 。 这 里 可 回顾 
一 下 色 氨 酸 操纵 子 转录 训 减 作用 的 机 制 ， 其 中 涉及 核 
糖 体 停止 在 衰减 子 发 夹 结构 的 上 游 部 分 第 7 章 ) 。 

图 8.15 展示 了 Gusarov 和 Nudler 的 模型 


(a) 暂停 的 延伸 复合 物 (EC) 


图 8.15 NusA 和 N 蛋白 在 终止 作用 
中 的 作用 模式 。 (a) 准 发 夹 的 上 游 部 
分 与 核心 聚合 酶 的 上 游 结合 位 点 
CUBS) 结合 。 然而， 蛋白 质 -RNA 键 
〈 锯齿 表示 ) 断裂 ， 发 夹 迅速 形成 ， 


uss 


(2001) (其 中 一 部 分 在 第 6 章 讨论 过 )， 同 时 也 展示 
了 NusA 在 终止 中 的 作用 。 当 延伸 复合 物 EC (elon- 
gation complex) 在 合成 U 串 时 ， 加 上 第 7 MEER 
后 便 暂 停 下 来 ， 这 就 使 准 发 夹 结构 的 上 游 部 分 处 于 
跟 RNA 聚合 酶 上 游 结 合 位 点 UBS (upstream binding 
site) 结合 的 位 置 。 暂停 只 持续 约 28， 发 夹 必 须 在 这 
一 时 间 内 形成 ， 否 则 聚合 酶 就 会 移 过 而 不 发 生 终止 作 
用 。 如 果 发 夹 形成 ， 则 延伸 复合 物 便 被 套 住 ， 终 止 发 
生 。NusA 的 作用 是 弱化 UBS 与 准 发 夹 上 游 部 分 的 结 
合 ， 帮 助 发 夹 在 暂停 结束 前 形成 ， 以 促使 终止 。 

图 8.15 模型 还 要 求 N 蛋白 与 准 发 来 上 游 部 分 
结合 以 阻止 发 来 形成 。 此 外 ,一旦 N 蛋白 与 RNA 
结合 了 ， 它 也 跟 NusA 结合 。NusA 在 这 里 也 与 准 发 
夹 上 游 部 分 结合 。 由 于 N 蛋白 和 NusA 同时 与 RNA 
结合 ， 发 夹 结构 形成 得 非常 慢 ， 使 聚合 酶 顺利 通过 
而 不 会 终止 。 

有 什么 证 据 支持 这 一 模型 呢 ? 模型 的 关键 部 分 是 
NA (以 及 N+NusA) 与 RNA 发 来 上 游 部 分 的 相 
互 作用 。Gusarov 和 Nudler 用 蛋白 质 -RNA 交 联 技术 
证 明 它 们 之 间 确 实 有 相互 作用 。 在 有 或 无 N 蛋白 和 
NusA 条 件 下 ,通过 一 次 步 移 或 延伸 [*P] RNA 的 

-至 数 个 核 背 酸 的 方法 〈 见 第 6 章 )， 在 RNA 的 十 45 
位 引入 SERENE (4-thioU，sU)。 然 后 继续 步 移 ， 
分 别 得 到 延伸 至 十 50、 十 54、 十 58、 十 62、 十 68 和 十 
75 位 的 RNA, JE sU 位 点 相对 于 RNA 的 3 端 ， 分 别 
位 于 一 6 —10, —14, —18, —24, —31 fi. 


(b) 被 捕获 的 延伸 复合 物 (EC) 


yyyyyyyy-s 


套 住 延伸 复合 物 (EC) 引发 终止 〈c) 。 
(b) NusA 帮 助 打开 UBS 和 准 发 来 上 游 
部 分 的 结合 ， 加 速 发 夹 在 暂停 结束 前 
形成 ， 促 使 终止 发 生 。 (d N 蛋白 与 
准 发 夹 上 游 部 分 结合 锯齿 表示 ) 减 
缓 发 夹 形成 ， 使 终止 不 易 发 生 。(e) N 
蛋白 不 仅 与 准 发 夹 上 游 部 分 结合 ， 也 
使 NusA 容易 与 邻近 位 置 结 合 ， 使 其 
同时 也 与 准 发 来 上 游 部 分 结合 锯齿 
RM), 使 发 来 形成 得 更 慢 ,终止 更 
不 易 发 生 。 (Source: Adapted from 
Gusarov Land E Nudler. 2001. Control 
of intrinsic transcription termination by 
N and NusA: The basic mechanisms. 
Cell 107; 444.) 


(d) 暂停 的 EC 


AAAAAAA, 


(c) 捕获 的 EC 


一 一 > 终止 一 定 发 生 


yy 
一 -一 AAAAAAA 
D 慢 
(e) 暂停 的 EC x 
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4- 硫 尿 喀 啶 受 光 激活 并 在 紫外 线 作用 下 会 与 任 
何 紧密 相连 的 蛋白 质 发 生 交 联 ( 碱 基 的 1A 之 内 )。 
所 以 Gusarov 和 Nudler 用 紫外 线 照 射 sU 位 点 相对 
于 新 生 RNA 的 3 端 不 同 的 复合 体 ， 然 后 用 
SDS- PAGE 和 放射 自 显影 来 检测 RNA 与 N、NusA 
以 及 核心 聚合 酶 (a、B 以 及 8') 之 间 的 交 联 。 如 果 
RNA 与 蛋白 质 发 生 交 联 ， 则 该 蛋白 质 会 被 放射 性 标 
记 ， 放 射 自 显影 会 显示 条 带 。 

图 8. 16a 是 实验 结果 。 从 新 生 RNA 3' 端 算 起 ， 


sU 在 一 18、 一 24 位 时 能 与 N 和 NusA 交 联 ( 泳 道 
6、?7、2、13)， 面 这 里 正 是 发 夹 上 游 部 分 的 位 置 。 
此 外 ， 当 N 和 NusA 同时 出 现时 ，NusA 与 RNA 结 
合 得 更 为 紧密 ， 而 且 延 伸 到 一 31 区 。N 和 NusA 在 
终止 发 生 时 结合 到 发 来 的 上 半 部 分 ， 表明 它们 在 该 
位 置 通过 控制 发 夹 的 形成 控制 转录 终止 。N 的 一 个 
RÆ NSS, JE RNA 结合 RRR 基 序 发 生 了 突变 ， 
但 仍 可 以 像 野 生 型 一 样 与 RNA 发 夹 结合 ， 表 明 
RNA 与 发 夹 结合 不 需要 该 基 序 。 


(a) (b) 


UAA 
Nusa | Nosan [NIN Nyan? Bu 
sur hel ehohahalzda lholhaleasi sl2a bf sg 
kDa ae SG XK 
205 +B 
| “owe pg gè 
66 - 7 
j 和 -六 a Baus SGACAG C 的 (U7) 
Kees Jepua) 
am ACCAATAGACCAT -5 
20 
14 ~ == ass- 
65 | 
[3TaT5T6 T7119holriparalalslial) 


1 |e isa’ 


wooo [rao ae 


图 8.16 在 NusA 和 N 有 或 无 的 情况 下 ， 暂 停 的 EC 中 蛋白 质 -RNA 结合 的 证 明 。(a) N 和 NusA 与 终止 
子 上 的 RNA 发 来 上 游 部 分 的 交 联 。 用 *P 标记 新 生 的 含 终止 子 的 转录 物 ， 通 过 步 移 使 延伸 复合 体 在 十 45 
位 参 人 光 激 活 核 苷 酸 (4-thi UMP) 〈 见 第 6 章 )。 然 后 在 NusA, NusA+N, N 存在 时 ， 分 别 将 复合 体 
延伸 至 一 6、 一 10、 一 14、 一 18、 一 24、 一 31 位 ， 如 顶部 所 示 。 然 后 将 复合 体 暴露 在 紫外 光 下 使 4-thio 
UMP 与 结合 到 RNA 上 的 蛋白 质 交 联 。 之 后 经 SDS-PAGE 和 放射 自 显影 鉴定 与 RNA 共 价 结合 的 蛋白 
质 。N、NusA 及 RNA RAW BHR 的 位 置 在 右 侧 指出 。 泳 道 M 为 标准 分 子 质量 。N** 表 示 N 的 突变 体 
(RRR RNA 结合 结构 域 突变 )。N 和 NusA 在 一 18 和 一 24 位 都 有 结合 ， 此 处 包括 发 夹 的 上 半 部 分 。 
(b) N 和 NusA 对 聚合 酶 核心 酶 与 发 夹 相互 作用 的 影响 。 实 验 与 a) 相似 ， 但 是 用 6-thio-G (sG) 做 交 
联 剂 ， 用 了 一 个 突变 终止 子 (TR) 减缓 终止 。sG 的 位 置 ( 相 对 于 RNA 的 3' 端 一 14 或 一 24 位 ) 
以 及 N、NusA、N+ NusA 如 顶部 所 示 ， 和 蛋白 质 B 十 8 、NusA、a 以 及 N 的 位 置 在 右 侧 标 出 。 上 部 的 图 
表示 sG 在 一 14 或 一 24 位 ， 加 框 碱 基 对 是 终止 子 上 突变 的 位 置 。NusA 使 发 夹 上 半 部 分 一 24 位 ) 与 核 
ORAN (B+ BAM a) 的 结合 减弱 ,但 是 N 却 促进 RNA 与 核心 酶 结合 ， 而 N 十 NusA 则 极 大 地 增加 了 
RNA 与 核心 酶 的 结合 〈 见 底部 方 框 中 所 标的 “总 交 联 ") 。(Souwrce，Reprinted from Cell v. 107, Gusarov 
and Nudler, p. 443 © 2001, with permission from Elsevier Science. ) 


为 了 验证 N 和 NusA 控制 发 夹 形成 这 一 假设 ， AIRF CT 7AR™), ARIE FE RNA 末端 位 
Gusarov 和 Nudler 还 是 利用 步 移 法 制备 了 不 同 的 延 ”于 寡 聚 尿 团 院 区 的 两 个 U 被 置换 成 了 两 个 G。 这 一 
伸 复 合体 ， 但 是 这 次 将 标记 的 RNA 延伸 至 一 个 突变 化 延缓 了 发 夹 的 形成 以 便 在 终止 前 研究 延伸 复合 
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体 。 他 们 在 一 14 或 一 24 TBA T ARR aT 
M 6-thioG (sG)。 然 后 在 分 别 有 N、NusA、N 十 
NusA 情况 下 进行 步 移 。 之 后 紫外 交 联 ，SDS- PAGE 
和 放射 自 显影 检测 RNA 与 蛋白 质 的 结合 。 

图 8.16b 表 明 ， 当 sG 位 于 一 14 位 时 (发 夹 的 
下 半 部 分 )，RNA 与 N、NusA 都 不 交 联 ， 但 是 当 
sG 位 于 一 24 位 时 〈 发 夹 的 上 半 部 分 )， 便 有 交 联 发 
生 。 因 此 ，N 和 NusA 似乎 都 与 形成 发 夹 上 半 部 分 
的 RNA 接触 ，NusA 结合 RNA 后 降低 了 与 核心 聚 
合 酶 (对 a、B、8' 亚 基 ， 比 较 泳 道 5、6) 的 结合 。 
相反 N 结合 RNA 后 没有 降低 其 与 核心 聚合 酶 的 结 
合 〈 比 较 泳 道 5、7)。 类 似 地 ， 当 N 和 NusA 一 起 
结合 RNA 时， 不 降低 发 夹 上 半 部 分 与 核心 聚合 酶 
的 结合 《比较 泳 道 5、8) 。 这 些 结果 表明 ，NusA F 
扰 了 虞 合 酶 与 发 来 上 游 部 分 的 结合 ， 而 N 则 阻止 这 
种 干扰 并 恢复 了 聚合 酶 与 发 夹 之 间 的 结合 。 

Robert Landick 小 组 进行 了 相似 的 交 联 实验 ， 
但 是 以 5-BRIR MBE (S-iodoU) 作 交 联 剂 ， 将 其 置 于 
暂停 发 来 环 的 一 11 位 ， 引 起 转录 暂停 但 不 终止 。 他 
们 发 现 RNA 与 NusA 的 弱 结合 取代 了 与 B 亚 基 的 强 
结合 。 此 外 ，RNA 发 夹 环 与 RNA 聚合 酶 B 亚 基 的 
交 联 发 生 在 B 亚 基 的 flap-tip 螺旋 ( flap-tip helix) 
区 。 而 且 ， 从 flaprtip 螺旋 区 删除 几 个 氨基 酸 就 破坏 
了 NusA 所 引发 的 暂停 。 因 此 对 于 NusA 来 说 flap- 
tip 螺旋 是 必需 的 。 由 于 B 亚 其 的 激活 位 点 与 这 一 
flap 直接 相关 ， 他 们 推测 有 一 个 变 构 机 制 ， 暂停 的 
发 玉环 与 flap-tip 螺旋 的 相互 作用 改变 了 激活 位 点 的 
构象 ， 使 延伸 变 得 更 加 困难 ， 从 而 使 聚合 酶 暂停 。 
NusA 可 能 有 利于 这 一 过 程 。 

如 果 图 8. 15 中 Gusarov-Nudler 的 模型 是 正确 
的 ， 那 么 在 发 夹 的 上 下 游 之 间 插 人 一 个 大 RNA 环 
就 可 以 干扰 N 和 NusA 的 活性 。 因为 N 和 NusA 与 
UBS 的 结合 正如 与 发 夹 下 游 前 面 的 RNA 相互 结合 
一 样 。 通 常情 况 下 这 是 发 夹 的 上 游 部 分 ， 而 在 此 处 
仅 为 一 个 大 的 R2 环 的 起 始 部 分 。 因此，N 和 
NusA 不 能 在 准确 的 位 置 影响 发 夹 形成 ， 因 而 对 终 
止 的 影响 其 小 。Gusarov 和 Nudler 用 tR2e 终 止 子 
验证 了 这 个 假设 。 正 如 预期 的 ，N 或 NusA 对 终止 
都 没有 太 大 影响 。 

晚期 转录 的 控制 也 需 利用 抗 终止 机 制 ， 但 是 与 
N 抗 终止 系统 完全 不 同 。 图 8. 17 显示 que 位 点 (Q 
利用 位 点 ，Q utilization site) 与 晚期 启动 子 (Px) 
重 登 ， 也 与 转录 起 始点 下 游 16 一 17bp 处 的 暂停 位 点 
TA. SNRA, QHR qut 位 点 结合 而 不 
是 与 其 转录 本 结合 。 

缺乏 Q 时 ，RNA 聚合 酶 到 达 转 录 暂 停 信 号 后 
暂停 数 分 钟 。 随 后 越过 暂停 位 点 ， 转 录 到 终止 子 后 


= 
TE 
ei 


启动 了 Pk 
一 一 一 一 一 一 一 一 
9ut(Q 利 用 位 点 ) 位 点 


图 8.17 入 基因 组 的 Px 区 图 庶 。 启 动 子 贯 穿 一 10 
框 与 一 35 框 。qw 位 点 与 启动 子 重 肆 ， 并 包括 一 10 
框 上 游 的 Q 结 合 位 点 、 转 录 起 始 位 点 下 游 的 暂停 
信号 、 十 16 和 十 17 位 的 暂停 位 点 。 (Source: 
Adapted from Nature 364: 403，1993. ) 


便 放 弃 晚期 基因 的 转录 。 如 果 存 在 蛋白 Q，Q 可 识 
别 暂停 复合 体 并 与 qut MRA, WRG EG BUR 
合 酶 上 ， 使 转录 恢复 ， 忽 略 终止 子 ， 继 续 转录 晚期 
基因 。Q 通过 抑制 紧 接 在 聚合 酶 之 后 的 RNA 发 夹 
环 的 形成 来 改变 聚合 酶 活性 ， 从 而 抑制 终止 子 的 活 
性 。 在 和 噬菌体 晚期 控制 区 内 Q 自身 可 以 引起 抗 终 
止 ， 而 NusA 可 使 这 一 过 程 更 为 有 效 。 

小 结 “5 种蛋 白质 (N、NusA、NusB、 
NusG, S10) 在 和 早期 终止 子 的 抗 终止 作用 中 相 
互 协作 。NusA 和 S10 结合 到 RNA RAME, N 
和 NusB 分 别 结合 到 正在 延伸 的 RNA nut 位 点 的 
ARH BAK. NA NusB 分 别 与 NusA 和 S10 
结合 ， 很 可 能 将 聚合 酶 与 转录 本 结合 在 一 起 ， 使 
聚合 酶 能 通读 早期 基因 的 终止 子 。NusA 通过 刺 
激 RNA 发 夹 上 游 部 分 与 核心 聚合 酶 的 结合 来 激 
活 终止 作用 ， 从 而 有 利于 新 生 RNA 发 夹 结构 的 
形成 。 发 夹 不 可 逆转 地 改变 复合 体 的 结构 从 而 引 
发 终止 。N 通过 结合 到 发 夹 的 上 游 部 分 阻止 发 夹 
形成 来 干预 这 一 过 程 。N 甚至 可 以 帮助 NusA 更 
好 地 与 新 生 的 RNA 结合 从 而 更 有 力 地 抑制 发 严 
形成 。 没 有 发 夹 形成 终止 就 不 会 发 生 。 和 噬菌体 
晚期 基因 的 抗 终止 作用 需要 Q 蛋白 与 gut 位 点 结 
合 , 使 RNA 聚合 酶 在 晚期 启动 子 的 下 游 停顿 。 
随后 ，Q 与 聚合 酶 结合 使 其 忽略 终止 子 而 继续 晚 
期 基因 的 转录 。 

我 们 已 经 提 到 ， 晚 早期 基因 不 仅 对 于 裂解 周期 而 
且 对 于 洲 源 态 的 建立 都 是 必需 的 。 晚 早期 基因 通过 两 
条 途径 帮助 溶 源 态 的 建立 ，@D 某 些 晚 早期 基因 的 产物 
是 噬菌体 DNA 整合 到 宿主 基因 组 形成 溶 源 态 所 必需 
的 ; Dc A c 基因 产物 使 cl 基因 转录 产生 入 阻 歇 
物 ， 而 入 阻 遇 物 是 形成 深 源 态 的 核心 组 分 。 

Prx 和 Pre 两 个 启动 子 控制 cI 基因 (图 8. 18) 。 
Pu 代表 “ 阻 遏 物 保持 启动 子 "， 确 保 阻 歇 物 持续 供 
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应 以 维持 溶 源 态 。 它 有 一 个 特殊 性 质 ， 要求 自 身 产 
物 阻 过 物 来 激活 其 自身 活性 。 这 一 点 要 进行 讨论 ， 
但 是 我 们 立刻 面临 一 个 重要 问题 ， 即 该 启动 子 不 能 
用 来 建立 溶 源 态 ， 因 为 在 感染 的 早期 还 没有 阻 遇 物 


FD 2 


来 激活 它 。 所 幸 ， 启 动 子 Pae 可 解决 这 个 问题 。Pie 
代表 “ 阻 超 物 建立 启动 子 "。Pre 位 于 cro 和 Pr 的 右 
侧 ， 指 导向 左 转录 cro， 继 而 是 cl. Alte Pre fii cI 
基因 在 阻 过 物产 生 之 前 表达 。 
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图 8.18 溶 源 态 的 建立 。 从 P 转录 的 晚 早期 基因 产生 CIT mRNA， 继 而 翻译 成 CII 蛋白 〈 紫 
色 )。CII 帮助 RNA 聚合 酶 (红色 和 蓝 色 ) 结合 到 Pr 上， 转录 cI 基因 ， 产 生 阻 过 物 GRE). 


当然 ，cro 本 身 的 转录 方向 是 从 Pr 开始 向 右 进 
行 的 ， 所 以 从 Pi 向 左 转录 出 RNA 是 cro 的 反 义 
(antisense) 转录 本 ,也 是 cl MH) “TEM” HRA, cl 
转录 被 翻译 成 阻 遇 物 ，cro 的 反 义 转录 本 则 不 能 被 翻 
译 。 这 一 反 义 RNA 有 利于 溶 源 态 的 建立 是 因为 cro 
的 反 义 mRNA 与 cro mRNA 相 结 合 , 进而 干扰 其 转 
录 。cro 抑制 溶 源 态 建 立 ， 那 么 阻 断 其 作用 可 促进 溶 
源 态 的 发 生 。 同 样 ，CI 激活 位 于 Q 内 的 左 向 启动 
F (Paw) 的 转录 ， 这 种 “ 反 向 ”转录 产生 Q 的 反 
SERNA, 该 反 义 RNA 封闭 了 Q 产 生 。 由 于 裂解 过 
程 的 晚期 转录 需要 Q， 而 阻碍 其 合成 将 有 利于 另 一 
个 途径 济源 态 的 发 生 。 

Prz 对 其 自身 有 一 些 有 趣 要 求 。 例如， 其 一 10 
框 和 一 35 框 序列 与 一 般 的 为 E. coli RNA 聚合 酶 所 
识别 的 序列 无 明显 相似 性 。 它 无 法 在 体外 单独 被 聚 
合 酶 所 转录 ， 但 c11 基因 产物 CI 能 帮助 RNA 聚合 
酶 与 这 种 异常 启动 子 结合 。 

Hiroyuki Shimatake 和 Martin Rosenberg 在 体外 
证 明了 CII 的 活性 。 他 们 用 滤 膜 结合 实验 显示 单独 
的 RNA 聚合 酶 或 CII 蛋白 都 不 能 与 含有 Pr 序列 的 
DNA 片段 结合 ， 因 此 也 就 不 能 使 DNA 结合 到 硝酸 
纤维 素 滤 膜 上 。 但 CM 蛋白 加 上 RNA 聚合 酶 便 可 以 
使 DNA 结合 到 滤 腊 上。 因此 ，CII 需 激活 RNA R 
合 酶 使 其 结合 到 Pr 上。 而 且 ， 这 种 结合 是 特异 的 ， 
CH BOE H RAM RAE S Pre 及 另 一 个 启动 子 Pi 结 
Ae 启动 子 Pi 控制 ine 基因 ，int 基因 和 CH 是 建立 
溶 源 态 所 必需 的 。int 基因 还 参与 入 噬菌体 DNA 整 
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合 到 宿主 基因 组 的 过 程 。 

在 第 7 章 介绍 了 CAP-cAMP 通过 看 白质 -看 
白质 间 的 相互 作用 激活 RNA RANI lac 启动 子 
的 结合 。Mark Ptashne 小 组 证 明 CII 可 能 通过 相 
似 的 途径 发 挥 作 用 。 他 们 用 DNA 酶 印迹 实验 
( 见 第 5 章 ) 定位 CH HEM Pre DNA 片段 上 的 结合 
位 点 ， 发 现 CI 结合 到 启动 子 的 一 21 和 一 44 位 点 
间 。 显 然 ， 该 区 间 包 含 不 能 识别 的 启动 子 一 35 
框 。 由 此 提出 一 个 问题 ， 两 个 蛋白 质 〈CIL 和 
RNA 聚合 酶 ) 如 何在 同一 时 间 结合 到 同一 位 点 
E? 通过 对 CI 的 DMS 印迹 实验 ( 见 第 5 章 ) 做 
出 如 下 解释 : 通过 CH 所 结合 的 这 些 碱 基 〈 如 在 
一 26 和 一 36 位 的 G's) 位 于 应 与 RNA 聚合 酶 结 
合 的 那些 碱 基 〈 如 一 41 位 上 的 G) 的 螺旋 背面 ， 
即 这 两 个 蛋白 质 分 别 结合 在 DNA 螺旋 相对 的 两 
侧 ， 因 此 可 以 合作 而 不 是 竞争 。 

为 什么 CII 可 单独 印迹 A 噬菌体 启动 子 DNA， 
而 在 滤 膜 结合 实验 中 却 不 能 与 其 相 结合 呢 ? 印迹 实 
验 非常 灵敏 ， 只 要 平衡 混合 物 中 的 蛋白 质 结合 到 
DNA 上 就 能 检测 到 ， 而 且 还 能 保护 DNA。 而 滤 膜 
结合 实验 要 求 较 高 ， 一 旦 蛋白 与 DNA 分 离 ，DNA 
就 流 过 滤 膜 不 再 被 重新 结合 。 

<cTIT 基 因 的 产物 CII 同样 参与 溶 源 态 的 形成 ， 
但 其 作用 是 间接 的 ， 主 要 是 防止 CI 被 细胞 内 的 
蛋白 酶 降解 。 因 此 ， 晚 早期 基因 的 产物 CI 和 CII 
通过 相互 协作 激活 Pre 和 P 来 实现 溶 源 态 的 
建立 。 


aA ERR cB BB 5 
操纵 子 结合 以 阻止 早期 RNA 的 进一步 合成 ， 以 此 
实现 溶 源 态 的 建立 。 用 于 溶 源 态 建 立 的 启动 于 是 
Pres 它 位 于 Pe 和 iero 的 右 侧 。 从 这 个 启动 子 开 
始 向 左 转录 cf 基因 。 晚 早期 基因 cll 和 cll 的 产 
物 也 参与 溶 源 态 形成 过 程 ， CI 直接 刺激 聚合 酶 结 
合 到 Pa 和 已 上 ， 而 CI 可 以 减缓 CI 的 降解 。 


溶 源 期 cI 基因 的 自我 调节 


一 旦 和 噬菌体 的 阻 歇 物 出 现 ， 就 可 以 结合 到 入 
噬菌体 操纵 子 O MO 上 。 这 种 结合 具有 双管齐下 
的 作用 ， 有 利于 溶 源 态 的 建立 。 首 先 ， 阻 过 物 关闭 
早期 基因 的 进一步 转录 ， 阻 断裂 解 周期 的 发 展 。cro 


0,2 On! 
Opa Ont, On 


阻 抑 蛋 白 是 由 两 个 相同 亚 基 组 成 的 二 聚 体 ， 每 个 
亚 基 在 图 8. 19 中 以 一 个 哑铃 形 代 表 。 这 种 形状 表明 
每 个 亚 基 在 其 分 子 的 两 端 各 有 一 个 结构 域 。 这 两 个 结 
构 域 拥有 不 同 功能 ， 在 N 端的 为 DNA 结合 域 ，C 端 
的 为 阻 歇 物 - 阻 遇 物 互 作 位 点 ， 该 位 点 使 二 聚 体 化 及 
协同 作用 成 为 可 能 。 二 聚 体 一 旦 同时 结合 到 Orl 和 
Ch2 E, RPE Hi Ck2 十 分 靠近 RNA 聚合 酶 在 
Phw 上 的 结合 位 点 ， 使 阻 遇 物 与 聚合 酶 紧 挨 到 一 起 。 这 
种 蛋白 质 -蛋白 质 间 的 接触 并 不 发 生 阻 过 效应 ， 而 是 使 
RNA 聚合 酶 更 加 有 效 地 结合 到 这 个 弱 启 动 子 上 ， 这 与 
CI 促进 RNA 聚合 酶 结合 到 Pre 上 十 分 相似 。 

随 着 阻 过 物 结合 到 Onl 和 OR2 上 ， 便 不 再 从 
Pa 处 转录 ， 因 为 阻 过 物 封闭 了 Ac 的 转录 ， 
使 PE 转录 所 必需 的 这 些 基因 产物 也 被 迅速 降解 。 
而 cll 和 clll 的 消失 却 无 碍 大 局 ， 因 为 溶 源 态 已 经 形 
成 ， 仅 需 少 量 阻 过 物 便 足 以 维持 溶 源 性 了 。 只 要 保 


的 关闭 对 于 形成 溶 源 态 尤为 重要 ， 因 为 cro 的 产物 
(Cro) 可 抑制 阻 遏 物 活性 。 阻 过 物 的 第 二 个 效应 是 
通过 激活 Prw 来 促使 自身 合成 。 

图 8. 19 是 这 种 自我 激活 机 制 的 原理 ， 其 关键 在 
F Ox MO 都 被 细 分 为 3 个 部 分 ， 且 每 一 部 分 都 可 
结合 阻 遏 物 。O 更 有 意思 ， 因 为 它 既 控 制 cl 的 向 
左 转录 ， 也 控制 cro 的 向 右 转录 。O 区 的 3 个 结合 
位 点 分 别 为 Oa1、Or2 和 Or3， 它 们 与 阻 过 物 的 亲 和 
TEA TE. RHS On] 结合 最 紧 ， 其 次 是 On2 和 
Ox3. Ox! 和 Or2 与 阻 巡 物 的 结合 是 协同 性 的 ， 意 
KA ANGE SBE A “WRH” Onl 上 ， 将 
有 利于 另 一 个 阻 遏 物 与 O2 的 结合 。 正常 情况 下 对 
于 On3 没有 这 种 协同 性 。 


a2 图 8.19 溶 源 态 的 


i 维持 。( 上 方 ) 从 Pw 

开始 的 cI mRNA 的 转 

' 录 和 翻译 产生 持续 供 

į 应 的 阻 过 物 ， 而 阻 过 
物 与 On 及 OQ: 结合 ， 
抑制 cl 之 外 任何 基因 
的 表达 。( 下 方 ) 控制 
区 详 图 。 阻 过 物 形成 
- 聚 体 协同 性 与 Oel 
和 Qk2 结合 。 在 Ox2 
上 的 阴 遇 物 与 RNA R 

~ AN (红色 与 蓝 色 ) 
的 蛋白 质 -蛋白 质 接 触 
使 聚合 酶 与 Pm 结合 
转录 cl。 


持 Ox3 的 开启 ， 就 可 保证 所 需 少 量 阻 过 物 的 供给 ， 
因为 RNA 聚合 酶 可 以 从 Prw 上 自由 地 转录 cI 基因 。 
此 外 ， 阻 遇 物 结合 到 Ol 和 Or2 上 ， 又 可 通过 干扰 
聚合 酶 结合 到 Pr 上 来 阻止 cro 的 转录 。 

可 以 想象 ， 阻 过 物 需 要 达到 较 高 浓度 才能 与 其 
最 弱 结合 位 点 Or3 结合 。 在 这 种 情况 下 ， 由 于 Pru 
被 封闭 ， 所 有 ci 的 转录 都 会 停止 ， 而 cl 转录 的 停 
止 使 得 阻 过 物 水 平 下 降 。 阻 晕 物 首先 从 Oa3 上 解 
离 ， 从 而 使 cT 转录 重新 开始 。 可 见 这 一 自我 调节 机 
制 保证 了 阻 歇 物 的 浓度 不 至 于 升 得 太 高 。 

Prashne 小 组 用 体外 实验 证 明了 以 前 提出 的 3 个 
假设 : @ 低 浓度 入 阻 过 物 促进 其 自身 基因 的 转录 ; © 
高 浓度 阻 遏 物 抑制 其 自身 基因 的 转录 ，@@ 阻 晕 物 可 抑 
制 cro 的 转录 。 采 用 一 个 经 过 改造 的 截断 转录 实验 ， 
用 低 浓度 的 UTP 使 转录 在 到 达 DNA 模板 末端 之 前 暂 
停 。 由 于 转录 的 暂停 导致 产生 所 谓 的 “打滑 ” (stut- 
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ter) 转录 本 。 所 用 模板 是 一 个 长 为 790bp 的 Haelll 

限制 酶 酶 切片 段 ， 其 中 含有 cl 和 cro 基因 启动 子 〈 图 

8. 20) Ptashne 在 这 篇 文章 中 将 cro 基因 称 为 tof。 
rt 
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图 8.20 分 析 从 cl 和 cro 启动 子 转录 的 DNA 片 
段 图 示 。 红 色 箭头 表示 cl 和 cro 的 体外 转录 本 ， 
其 中 一 些 (“打滑 ”转录 本 ) 会 提前 终止 。 
(Source: Adapted from Meyer B J., D. G. Kleid, 
and M. Ptashne. Proceedings of the National Acad- 
emy of Sciences 72; 4787, 1975.) 


他 们 将 RNA 聚合 酶 及 浓度 递增 的 阻 过 物 加 入 
模板 反应 体系 ， 观 察 cl 基因 300nt 的 转录 本 和 另外 
两 个 约 110nt 的 cro 基因 转录 本 的 生成 速率 。 图 
8. 21 的 结果 显示 ， 在 阻 过 物 浓度 低 时 ，cro 转录 受 
到 抑制 ， 但 c 的 转录 受到 激发 。 在 阻 过 物 高 浓度 
时 ，cro 转录 彻底 停止 。 而 在 阻 过 物 浓度 更 高 时 ，cT 
转录 也 受到 抑制 。 
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图 8.21 A RESORT cf 和 cro 体外 转录 影响 的 分 
Hio Ptashne 小 组 用 图 8. 20 所 示 DNA 为 模板 做 截 
断 转录 (产生 “打滑 ”转录 本 )。 用 了 不 同 浓度 的 
阴 过 物 ( 见 底部 )。 电 泳 分 离 cl 和 cro 的 打滑 转录 
本 〈 大 小 如 右 侧 所 示 )。 阻 过 物 明显 抑 制 cro 转录 ， 
但 在 低 浓度 下 促进 cI 转录 ， 在 更 高 浓度 下 抑制 以 
转录 。 (Source; Meyer BJ., D.G Kleid, and 
M Ptashne. Repressor tums off transcription of its 
own gene. Proceedings of the National Academy of 
Sciences 72 (Dec 1975), £.5, p. 4788.) 
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溶 源 菌 体内 的 实际 浓度 。 当 Ptashne 小 组 在 后 续 实 
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抑制 Paw 对 cl 的 转录 效率 只 能 达到 5% ~20%, 而 
要 达到 50% 的 抑制 效果 ， 需 加 入 的 阻 过 物 浓度 是 体 
内 浓度 的 15 4%. 

基于 上 述 实验 结果 ， 很 难 判断 入 阻 巡 物 确 能 抑制 
自身 基因 的 表达 ? 如 果 不 能 ,为 什么 需要 O3 和 
0.37 如 果 它 们 在 正 向 或 负 向 自我 调节 中 都 不 起 作 
用 ， 为 什么 又 会 存在 ? lan Dodd 小 组 通过 检测 从 Pow 
开始 的 表达 水 平 发 现 ， 仅 当 0.3 存在 时 ， 溶 源 菌 体内 
阻 坎 物 的 水 平 确实 可 抑制 由 Ps 起 始 的 转录 (Ptashne 
小 组 在 早期 实验 中 没有 观察 到 阴 遏 物 在 生理 浓度 下 对 
Ps 很 强 的 抑制 效果 是 因为 他 们 构建 的 载体 不 含 CQL) 。 
此 外 ， 突 变 研究 发 现 ，Ck3 的 突变 会 解除 对 Pru 转录 
的 抑制 而 产生 高 浓度 的 阻 过 物 ， 并 且 不 能 发 生 溶 源 态 
向 事 解 态 的 转变 〈 见 本 章 后 面部 分 )。 

Dodd 小 组 以 Ox #1 O. 间 的 DNA 成 环 理论 来 解 
群 实验 结果 ， 并 预测 有 一 个 阻 遇 物 八 聚 体 参与 其 中 ， 
如 图 8. 22 所 示 。 当 DNA 成 环 时 ， 另 一 个 阻 过 物 四 
EARLE A BI Oa3 和 OL3 上 ， 从 而 抑制 由 Prw 起 始 的 
转录 。 
(a) 


图 8.22 O 参与 抑制 P。 和 Pw 的 模式 。(a) Pr 的 
抑制 。 阻 遇 物 八 聚 体 协同 性 地 结合 到 On] 、OR2 和 
Onl, OL2 上 ,使 两 个 启动 子 间 的 DNA 形成 环 。 此 
时 OL 对 Ps 的 抑制 非 必需 ， 但 为 抑制 Paw 葛 定 基 
Bi. (b) Pu 的 抑制 。 由 于 阻 遏 物 八 聚 体 的 形成 ， 
阻 过 物 四 聚 体 协同 性 地 结合 到 On3 和 OL3 上 ， 引 起 
对 Paw 的 有 效 抑制 ， 这 种 抑制 作用 单 靠 一 个 阻 遏 物 
二 聚 体 结合 Ox3 是 不 可 能 的 。 


MG “Puw 是 维持 溶 源 态 的 启动 子 - 它 发 挥 作 
用 是 在 由 Pse 起 始 的 转录 发 生 之 后 ， 该 转录 使 蛆 过 
物 迅 速 合成 ， 形 成 溶 源 态 。 这 些 阻 遇 物 协同 性 地 
结合 到 Ox] M O2 上， 但 留 下 CR3 散 开 。 RNA R 
合 酶 结合 到 Ps 上， 而 Pew 与 Qk3 BR, RAS 
到 CR2 上 的 阻 遏 物 与 聚合 酶 接触 。 这 种 蛋白 质 - 蛋 
白质 相互 作用 是 启动 子 有 效 工 作 所 必需 的 。 高 浓 
度 阻 遇 物 抑制 从 Pew 开 始 的 转录 ， 而 这 一 过 程 可 
能 涉及 阻 遏 物 二 聚 体 间 的 相互 作用 ， 即 结合 到 
Ox), Ox2, Op3 HIGER HRK} DNA 环 与 结 
合 到 OL, O12 #03 WR — RE EA. 


RNA 聚合 酶 / 阻 遇 物 相 互 作用 ”为 什么 激发 
Puw 需 要 和 阻 过 物 与 RNA 聚合 酶 的 相互 作用 呢 ? 
1994 年 Miriam Susskind 小 组 的 遗传 学 实验 为 这 一 
假设 提供 了 强 有 力 的 证 据 。 他 们 获得 了 一 个 、 哈 菌 
体 的 突变 体 ， 其 阻 巡 物 中 一 个 关键 的 天 冬 氨 酸 突变 
为 天 冬 酰 胺 。 该 突变 体 属于 正 调控 类 型 ( 称 作 po). 
突变 的 阻 吏 物 可 以 结合 \ 操纵 子 ， 同 时 抑制 从 Pr 和 
Pi 开始 的 转录 ， 但 是 不 能 激发 从 Prw 开始 的 转录 
( 即 对 cf 的 正 调控 不 起 作用 )。Susskind 小 组 据 此 做 
出 如 下 推论 ， 如 果 阻 过 物 与 聚合 酶 间 的 直接 作用 对 
高 效 启动 Paw 转 录 是 必需 的 ， 那 么 在 RNA 聚合 酶 的 
一 个 亚 基 上 发 生 补 偿 性 氨基 酸 突变 应 该 能 恢复 与 突 
变 阻 跟 物 的 相互 作用 ， 相 应 地 也 能 恢复 从 Paw 开始 
的 转录 。 图 8. 23 阐述 了 这 种 称 为 基因 间 抑制 Gin- 
tergenic suppression) 的 机 制 ， 因 为 一 个 基因 的 突变 
可 抑制 另 一 基因 的 突变 。 

这 种 基因 间 抑制 突变 体 的 研究 ， 如 果 对 每 个 部 
分 都 分 别 进行 突变 研究 以 了 解 其 活性 变化 显然 极其 
耗 时 ， 而 利用 筛选 〈 见 第 4 章 ) 排除 野生 型 聚合 酶 
基因 或 排除 不 相关 突变 体 ， 只 保留 想 要 的 突变 体会 
使 研究 更 加 有 效 。Susskind 小 组 采用 了 图 8. 24 所 述 
的 筛选 法 。 他 们 用 了 带 有 两 个 原 噬菌体 的 E. coli 细 
胞 ， 其 中 一 个 是 和 原 噬菌体 含有 pe 突变 的 cI 基因 
《图 中 黑色 X 所 示 )， 该 cI 基因 的 表达 受 一 个 弱 lac 
启动 子 驱动 。 另 一 个 是 P22 原 噬菌体 ， 含 有 受 Paw 
启动 子 控制 的 卡 那 霉 素 抗 性 基因 。 在 有 卡 那 霉 隶 条 
件 下 培养 细菌 ， 细 胞 的 存活 取决 于 卡 那 霉 素 抗 性 基 
因 的 表达 。 在 由 细菌 提供 突变 阻 过 物 和 RNA 聚合 
酶 的 情况 下 ， 这 些 细菌 由 于 无 法 激活 从 Pu 开始 的 
转录 而 无 法 存活 。 

接 下 来 ,研究 者 将 含有 野生 型 和 突变 型 rpoD 
基因 的 质粒 转 人 E. coli, rpoD 基因 编码 RNA 聚合 
BH oAF. MR rpoD 基因 是 野生 型 或 无 关 突 变 
型 ， 则 其 产物 〈c) 不 会 与 突变 阻 遏 物 作 用 ， 因 而 细 
菌 不 能 在 含有 卡 那 霉 素 的 培养 基 中 生长 。 如 果 含有 
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图 8. 23 检测 阻 遇 物 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 的 
基因 间 抑 制 原理 。 (a) 野生 型 阻 过 物 与 聚合 酶 紧 
密 结合 ， 激 发 聚合 酶 与 Pw 结合 并 转录 ;(b) 突 
变 的 阻 遇 物 基因 产生 氨基 酸 发 生 改 变 〈 黄 色 ) 的 
阻 过 物 ， 不 能 与 聚合 酶 结合 ，(〈c) 突变 的 聚合 酶 
亚 基 基因 ， 其 中 一 个 氨基 酸 发 生 改变 (方形 凹 模 
表示 )， 恢 复 与 突变 阻 过 物 的 结合 ， 聚 合 酶 与 阻 过 
物 现 在 可 以 相互 作用 ， 由 Pew Rh Oe RPSL. 


FRE, WI e 因子 与 核心 聚合 酶 结合 ， 形 成 
突变 聚合 酶 可 与 突变 阻 过 物 相互 作用 。 这 种 结合 可 
激活 从 Pm 开始 的 转录 ,细菌 因而 能 在 卡 那 竹 素 条 
件 下 生长 。 总 之 ， 只 有 rpoD 基因 发 生 阻 巡 物 突变 
的 细菌 才 可 生长 ， 因 而 很 容易 找 出 。 

Susskind 小 组 再 次 验证 了 他 们 突变 的 rpoD 基 
因 ， 方 法 如 同 第 选 时 一 样 ， 将 突变 基因 转化 细菌 ， 
只 是 用 Pew 启 动 子 控制 lacZ 基因 而 不 是 卡 那 霉 素 搞 
性 基因 。lacZ 的 产物 有 半 乳 糖苷 酶 可 测定 从 Pra FF 
始 的 转录 ， 因 而 也 可 分 析 聚 合 酶 与 阻 歇 物 的 相互 作 
用 。 正 如 所 预计 的 ， 用 突变 rpoD 基因 转化 含 突变 
阻 过 物 的 细菌 产生 了 120 单位 的 B 半 乳糖 背 酶 ， 这 
SEPEN cl 和 zzpoD 细菌 产生 的 B 半 乳糖 背 酶 相当 
(100 单位 )。 相 反 ， 用 野生 型 rpoD 基因 转化 突变 阻 
遏 物 细菌 ， 只 产生 18. 5 个 单位 的 及 半 乳 糖苷 酶 。 对 
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图 8.24 del pe 突变 基因 间 抑 制 物 的 选择 作用 。Susskind 小 组 所 用 细菌 的 基因 组 (图 中 底部 所 示 的 一 小 
部 分 ) 包括 两 个 原 噬菌体 ; DP22 OA EAB REE Chan), HA Piw 启 动 子 及 相 邻 的 入 
Op 启动 转录 。(CD》 原 噬菌体 含有 A cl 基因 (cl) ， 由 一 个 弱 的 lac 启动 子 启动 转录 。 将 带 有 受 UV5 启动 
子 起 始 的 突变 的 rpoD (AF) 基因 (rpoD) 的 质粒 转化 细菌 ， 然 后 将 转化 的 细菌 转 人 含有 卡 那 霉 素 
的 培养 基 。 带 有 野生 型 rpoD 或 无 关 突变 的 rpoD 细菌 无 法 生存 ， 而 带 有 补偿 cl 突变 (黑色 X) 的 rpoD 
突变 (红色 X) 体 可 以 生长 。 这 种 突变 抑制 作用 可 由 突变 的 o 因子 〈 蓝 色 ) 与 突变 的 阻 过 物 〈 绿 色 ) 间 


的 相互 作用 说 明 ， 使 kan 可 以 从 Pa 开始 转录 。 


所 分 离 的 8 个 阻 过 物 突变 体 的 rpoD 基因 测序 发 现 ， 
在 因子 596 位 的 精 氨 酸 都 突变 成 了 组 氨 酸 ， 而 这 
里 是 “因子 的 第 4 区 ， 它 识别 一 35 HE. 

这 些 结果 强 有 力 地 证 实 了 这 一 假设 : 聚合 酶 与 阻 
ATE EE ME Pi 转录 的 关键 。 他 们 还 证 明 
这 两 个 蛋白 质问 激活 性 的 相互 作用 涉及 因子 而 不 是 
我 们 可 能 会 预期 的 a 亚 基 。 这 为 图 8. 25 所 示 通 过 o 因 
子 的 启动 子 激活 提供 了 例证 。 受 这 种 激活 作用 的 启动 
子 含有 一 个 弱 的 几乎 不 能 为 因子 所 识别 的 一 35 框 。 
与 一 35 框 重 得 的 激活 因子 位 点 (activator site) 使 激活 
因子 (在 这 里 是 入 阻 过 物 ) 处 于 与 因子 的 4 区 相互 作 
用 的 位 置 ， 实 际 上 替代 了 弱 识别 性 的 一 35 框 。 


图 8.25 通过 6 因子 接触 的 激活 作用 。 激 活 因 
F BA) 结合 到 激活 因子 位 点 上 ， 该 位 
点 与 启动 子 的 弱 一 35 ERR. ARI 区 与 一 35 
框 的 结合 很 弱 ， 而 激活 因子 与 因子 的 4 区 发 生 
相互 作用 使 聚合 酶 能 与 弱 启 动 子 紧 密 结合 ， 成 功 
转录 邻近 的 基因 。 (Source: Adapted from Busby 
S.and R. H. Ebright, Promoter structure, pro- 
moter recognition, and transcription activation in 
prokaryotes. Cell 79; 743, 1994. ) 
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我 们 在 第 7 章 得 知 CAP-cAMP 通过 促进 闭合 启 
动 子 复合 体 的 形成 将 RNA 聚合 酶 召集 到 lac 启动 子 
上 .但 是 Diane Hawley 和 William McClue 证 明和 阻 
过 物 并 不 影响 在 Pw 处 的 这 一 步骤 ， 而 是 促进 召集 
过 程 的 第 二 步 ， 即 帮助 将 Paw 处 的 闭合 启动 子 复合 
体 转换 成 开放 启动 子 复合 体 。 

小 结对 基因 间 抑 制 突变 的 研究 显示 ， 了 过 
物 与 RNA 亭 合 酶 间 的 关键 相互 作用 涉及 聚合 酶 。 
亚 基 的 4 区 。 这 条 多 肽 结合 在 靠近 弱 一 35 框 不 远 
处 的 Pa 上 ， 使 = 的 4 区 与 结合 到 (2 上 的 阻 过 物 
Ti. ALAMOS o 因子 相互 作用 ， 帮 助 
RNA 素 合 酶 结合 到 弱 启动 子 上 。 通 过 这 种 方式 
On2 充当 激活 因子 位 点 ， 面 大 阻 过 物 是 从 Pav 转 录 
的 激活 因子 ， 这 样 就 促使 闭 全 启动 于 复合 体 转 失 
成 开放 启动 子 复 合体 ， 


入 噬菌体 感染 后 寄主 命运 的 决定 ; 
裂解 或 溶 源 

被 噬菌体 感染 的 细菌 是 进入 裂解 态 还 是 溶 源 
态 由 什么 决定 ? 两 者 间 的 平衡 是 精细 的 ， 我 们 不 可 
能 预测 一 个 特定 细菌 的 命运 。 一 组 受 》 噬菌体 感染 
的 细菌 实验 证 实 了 这 一 说 法 。 将 少量 噬菌体 颗粒 喷 
酒 在 平 肯 的 菌落 上 ， 细 菌 被 感染 。 如 果 发 生 裂解 性 
感染 ， 子 代 叭 菌 体会 感染 邻近 的 细胞 ， 数 小 时 后 我 
们 会 看 到 由 于 细菌 裂解 而 在 平 由 上 留 下 的 图 洞 ， 称 
为 哈 菌 斑 〈plaque)。 如 果 感 染 是 100% 裂解 性 的 ， 
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细胞 仍然 有 些 进入 裂解 周期 而 有 些 进 入 溶 源 态 。 

让 我 们 稍稍 离 题 来 讨论 这 样 一 个 问题 ,为 什么 溶 
源 菌 不 被 噬 菌 班 上 众多 的 噬菌体 裂解 性 地 感染 呢 ? 答 
案 是 如 果 一 个 新 的 噬菌体 DNA EAR, 溶 源 菌 
中 大 量 的 阻 遏 物 就 会 结合 到 新 的 噬菌体 DNA 上 阻止 
其 表达 。 因 此 可 以 说 , 溶 源 菌 对 于 新 噬菌体 的 超 感染 
(superinfection) 具有 人 免疫 力 (immune)， 因 为 它 拥 有 
与 原 噬菌体 相同 的 控制 区 或 免疫 区 immunity region), 

现在 让 我 们 再 回 到 主题 上 来 ， 噬 菌 斑 里 的 有 些 
细菌 被 裂解 性 地 感染 了 ， 而 有 些 却 进入 了 溶 源 态 。 
噬 菌 班 上 所 有 细菌 的 遗传 特性 是 一 致 的 ， 哈 菌 体 也 
是 如 此 ， 显 然 命运 的 选择 不 是 遗传 性 的 而 是 取决 于 
两 个 基因 (cl 和 cro) 产物 的 合成 速度 。 这 种 竞争 发 
生 在 每 个 被 感染 的 细胞 中 ， 胜 者 决定 细菌 被 感染 后 
的 命运 。 如 果 cI 先 表达 则 建立 溶 源 态 ， 如 果 cro 胜 
出 ， 则 被 感染 的 细菌 会 裂解 。 我 们 已 经 知道 这 一 竞 
争 的 基础 ， 如果 cl RAPE RBS ED, BBA 
这 些 蛋 白质 会 结合 到 Os MO 上， 阻止 早期 基因 的 
进一步 转录 ， 当 然 也 阻止 了 能 产生 子 代 噬 菌 体 并 导 
致 细菌 裂解 的 晚期 基因 的 表达 。 但 是 如 果 产 生 了 足 
够 的 Cro BA, Cro 会 阻止 cf 基因 的 转录 从 而 阻止 
溶 源 态 的 建立 (图 8. 26) 。 

Cro 蛋白 阻止 cl 转录 的 关键 是 其 与 操纵 子 的 
亲和力 。 同 阻 过 物 一 样 ，Cro 结合 到 Os MO 上 ， 
但 与 操纵 子 3 个 区 的 结合 顺序 与 阻 过 物 完全 相反 。 
不 像 阻 遇 物 那样 按 1、2、3 顺序 ，Cro 先 与 Ox3 结 
合 。 一旦 结合 后 ， 从 Prm 开 始 的 cI 转录 就 停止 了 ， 
因为 Or3 与 Prem i HR. HAZ, Cro 充当 了 阻 巡 
物 。 此 外 ， 当 Cro 的 浓度 水 平 达 到 能 与 所 有 左 向 和 右 
向 操纵 子 都 结合 的 程度 ， 它 就 阻 断 了 所 有 从 Pr 和 P. 
开始 的 早期 基因 的 转录 ， 也 包括 cll 和 cIIT 基因 。 没 
有 这 些 基因 的 产物 ，Pie 就 无 法 发 挥 功能 。 结 果 ， 所 
有 阻 过 物 的 合成 停止 ， 形 成 裂解 性 感染 。Cro 对 早期 
基因 转录 的 关闭 是 裂解 生长 所 必需 的 。 在 感染 晚期 ， 
晚 早期 蛋白 质 的 持续 形成 可 阻 断裂 解 周期 。 

但 是 由 什么 来 决定 是 c 还 是 cro 在 竞争 中 胜出 
WE? 显然 这 不 是 一 个 抛 硬币 问题 。 实 际 上 最 重要 的 因 
FORE cll 基因 产物 (CID 的 浓度 。 细菌 内 CII 的 浓 
度 越 高 ， 越 倾向 于 形成 溶 源 态 。 这 与 我 们 学 过 的 CI 
激活 Pre ， 帮 助 开启 溶 源 程序 的 作用 是 一 致 的 。 我 们 
还 知道 由 CI 激活 的 Pre 通 过 产生 cro 的 反 义 RNA 抑 
制 正义 cro RNA 的 翻译 来 阻止 进入 裂解 程序 。 

那么 是 什么 控制 着 CII 的 浓度 呢 ? 我 们 知道 CII 
保护 CII 免 受 细胞 内 蛋白 酶 的 降解 ， 但 是 高 浓度 蛋 
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图 8.26 cf 与 ero 间 的 战争 。 (a) cl 胜出 。 从 


Pro (和 Prk) 转录 cl PAE LG AYLI GR 
E) MERAN GEMEG) 与 P 结合 ， 阻 
Wi cro 转录 ， 建 立 溶 源 态 。 (b) cro 胜出 。 从 Pr 
开始 转录 cro 并 产生 足够 多 的 Cro (紫色 ) 阻 断 聚 
合 酶 与 Pm 结合 ， 阻 断 cl 转录 ， 进 入 裂解 态 。 


白 酶 可 以 不 受 CI 的 抑制 而 降解 CII， 也 保证 了 感 
染 后 细胞 的 裂解 。 例 如 ， 在 富 营养 培养 基 中 这 种 蛋 
白 酶 保持 较 高 浓度 ， 而 在 饥饿 条 件 下 ， 蛋 白 酶 的 浓 
度 会 降低 。 因 此 ， 饥 饭 条 件 下 细菌 倾向 于 溶 源 ， 而 
在 窜 营养 培养 基 中 细菌 倾向 于 裂解 。 这 对 噬菌体 是 
有 益 的 ， 因 为 裂解 途径 需要 相当 多 的 能 量 来 生产 叭 
菌 体 DNA、RNA 以 及 蛋白 质 ， 而 在 饥饿 情况 下 则 
不 可 能 有 这 么 多 能 量 供应 。 比 较 而 言 ， 溶 源 态 很 经 
济 ， 溶 源 态 建 立 后 仅 需 合成 少许 阻 过 物 。 

小 结 FRAN DE A E BP AR I 
是 溶 源 取决 于 cI 和 cro 基因 产物 生成 速率 的 竞争 。 
< 基因 编码 阻 遇 物 ， 封 闭 al、COR2、OU1 及 Qu2， 
同时 关闭 所 有 早期 基因 包括 cro 基因 的 转录 ， 结 果 
导致 济源 。cro 基因 编码 Cro HA, HP O3 和 
CQL3 从 而 关闭 cl 基因 的 转录 ,导致 细菌 裂解 ， 哪 
个 基因 产物 首先 达到 足够 高 的 浓度 来 阻止 其 竞争 
者 的 合成 ， 它 就 在 竞争 中 胜出 从 而 决定 细菌 的 命 
运 。 竞争 的 胜出 由 CI 的 浓度 决定 ,而 CI 的 浓度 
由 细 想 内 蛋白 酶 的 浓度 决定 ， 蛋 白 酶 的 浓度 又 相 
应 地 由 环境 因素 如 培养 基 的 营养 度 决定 。 
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我 们 讨论 过 化 学 诱 变 剂 或 射线 可 诱导 产生 溶 源 
菌 。 其 诱导 的 机 制 如 下 : E. coli 细胞 应 答 诱 变 剂 或 
射线 所 造成 的 DNA 损伤 诱导 一 组 基因 的 表达 。 这 
些 基因 总 的 功能 称 为 SOS 响应 (SOS response), 其 
中 最 重要 的 基因 是 recA, 其 产物 (RecA) 参与 
DNA 损伤 的 重组 修复 〈 见 第 20 章 )。 这 一 功能 部 分 
地 解释 了 SOS 响应 机 制 。 但 是 环境 胁迫 还 诱导 RecA 
蛋白 产生 一 个 新 的 辅 蛋白 酶 (coprotease) 活性 ， 激 
活 一 些 在 入 阻 遏 物 中 未 表达 的 蛋白 酶 或 蛋白 质 的 切 
割 活 性 。 蛋白酶 将 阻 过 物 切 开 ， 并 从 操纵 子 释放 ， 
〈 图 8. 27) 。 一 旦 切割 发 生 ， 从 Pr 和 PL 的 转录 就 开 
始 了 。 第 一 个 转录 的 是 cro， 其 产物 关闭 阻 遇 物 基因 
cl 的 进一步 转录 ， 溶 源 态 被 瓦解 ， 裂 解 性 噬菌体 复 
制 开始 。 

显然 ， 如 果 对 入 噶 菌 体 本 身 没有 益处 ， 不 会 进 
化 出 阻 歇 物 切 开 自身 来 响应 RecA 机 制 。 其 益处 在 
于 SOS 响应 溶 源 菌 遭 受 DNA 损伤 的 信号 ， 帮 助 原 
噬菌体 进入 裂解 周期 而 脱离 不 利 环境 ， 就 好 比 老鼠 
逃离 即将 沉没 的 船 一 样 。 


ee Cee 
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图 8.27 ARMS. (a) RS. EH 
(绿色 ) 结合 到 CR MO) E, cl 从 Pm 启动 子 开 
始 转录 。(b) RecA 畏 蛋 白 酶 (由 紫外 线 或 其 他 诱 
变 剂 激活 ) 激活 阻 遏 物 中 的 蛋白 酶 活性 ， 切 割 自 
身 。(c) 被 切 开 的 阻 遇 物 从 操纵 子 上 脱落 ， 使 聚合 
酶 ( 红 和 蓝 ) 与 Pr 结合 ， 转 录 cro， 溶 源 态 瓦解 。 
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NG SPRENE DNA Hit. SBS 
SOS 响应 。 这 一 反应 最 初 是 RecA 蛋白 出 现 辅 蛋 
白 酶 活性 ， 使 阻 遏 物 将 自身 一 切 两 半 ， 从 入 操纵 
子 释 放 ， 最 终 诱导 裂解 周期 。 子 代入 叭 菌 体 以 这 
种 方式 逃避 宿主 内 的 致死 性 损伤 。 


总 结 


细菌 在 转录 模式 上 经 历 许多 重要 转变 〈 如 在 噬 
菌 体感 染 或 孢子 发 生 时 )， 许 多 机 制 参与 影响 这 种 转 
Æ. pin, PERRI SAA RC OE OEE Be p, MA 
体 SPO1 基因 的 转录 是 时 序 性 的 ， 即 早期 基因 先 转 
录 ， 接 着 是 中 期 基因 ， 最 后 是 晚期 基因 。 这 种 转换 
由 一 组 啼 菌 体 编码 的 因子 与 宿主 核心 RNA 聚合 酶 
共同 作用 ， 特 异性 地 从 早期 到 中 期 再 到 晚期 改变 其 
特异 性 。 宿 主 的 o 因子 对 噬菌体 的 早期 基因 具有 特 
RHE, MRKA gp28 将 特异 性 转换 到 中 期 基因 ， 而 
噬菌体 的 gp33 和 gp34 将 特异 性 转换 到 晚期 基因 。 

当 枯草 芽孢 杆菌 形成 移 子 时 ， 一 整套 新 的 产 孢 
特异 基因 被 启动 ， 此 时 许多 (但 不 是 所 有 ) 营养 生 
长 基因 被 关闭 。 这 种 转换 主要 发 生 在 转录 水 平 ， 这 
一 过 程 的 完成 由 若干 新 的 o 因子 取代 了 营养 生长 o 
因子 ， 从 而 使 产 孢 特异 性 基因 的 转录 取代 了 营养 生 
长 基因 的 转录 。 

有 些 原核 基因 在 两 个 不 同 o 因子 都 有 活性 情况 
下 必须 转录 ， 因 此 这 些 基因 有 两 个 不 同 的 启动 子 ， 
分 别 由 两 个 o 因子 各 识别 一 个 。 这 样 ， 无 论 细胞 有 
哪 种 “因子 都 可 以 保证 基因 的 表达 ， 并 能 在 不 同 条 
件 下 进行 不 同 的 调控 。 在 E. coli 中 ， 对 热 激 、 低 
氨 、 饥 饿 等 胁迫 的 响应 都 是 由 o 因子 转换 所 决定 ， 
AAH Co"), a CoN) 和 中 取代 0” Co) 来 
指导 RNA 聚合 酶 对 另 一 个 启动 子 的 选择 。 

TI 哈 菌 体 没 有 采用 编码 新 。 因子 来 改变 宿主 聚 
合 酶 对 早期 基因 到 晚期 基因 的 特异 性 这 一 策略 ， 而 
是 编码 一 个 新 的 对 晚期 基因 具有 绝对 特异 性 的 RNA 
聚合 酶 。 该 聚合 酶 由 一 条 多 肽 链 构 成 ， 是 噬菌体 最 
早期 基因 之 一 (基因 1) 的 产物 。T? 哈 菌 体感 染 后 
的 时 序 模式 比较 简单 ， 宿 主 聚 合 酶 转录 最 早期 基因 
(1 型 )， 产 物 之 一 是 噬菌体 的 聚合 酶 ， 然 后 由 噬菌体 
聚合 酶 转录 晚期 基因 。 

在 入 噬菌体 的 裂解 周期 中 ， 早 期 / 晚 早 期 /晚期 
基因 转录 的 转换 受 抗 终止 机 制 控制 。 两 个 早期 基因 
cro 和 cl 中 ，cro 编码 对 cl 表达 的 阻 抑 蛋白 Cro， 确 
保 对 裂解 周期 的 选择 。 另 一 个 早期 基因 N 编码 一 个 
抗 终止 蛋白 N， 这 个 抗 终止 蛋白 可 以 帮助 转录 越过 
六 基因 和 <cro 基因 后 面 的 终止 子 ,使 转录 持续 到 晚 
早期 基因 。 晚 早期 基因 中 的 Q 基因 编码 抗 终止 蛋白 
Q,， 使 由 晚期 启动 子 Pre 开始 转录 的 晚期 基因 继续 转 


录 下 去 而 不 至 于 过 早 终止 。 

5 种 蛋白 质 (N, NusA, NusB, NusG 和 S10) 
在 和 早期 的 抗 终止 作用 中 相互 协作 。NusA 和 S10 结 
合 到 RNA RAME, NA NusB 分 别 结合 到 正在 延 
伸 的 转录 本 上 nue 位 点 的 A 盒 和 B 盒 区 。N 和 NusB 
分 别 与 NusA 和 S10 结合 ， 很 有 可 能 将 聚合 酶 与 转 
录 本 结合 在 一 起 ， 使 聚合 酶 能 通读 早期 基因 的 终止 
子 。NusA 通过 刺激 RNA 发 夹 结构 的 上 游 部 分 与 核 
心 聚合 酶 之 间 的 结合 来 激活 终止 作用 ， 从 而 有 利于 
新 生 RNA 发 夹 结构 的 形成 。 发 来 结构 能 够 不 可 逆 
转 地 改变 复合 体 结构 从 而 引发 终止 。N 通过 结合 到 
发 夹 结构 的 上 游 部 分 阻止 发 夹 的 形成 来 干预 这 一 过 
程 。N 甚至 可 以 帮助 NusA 更 好 地 与 新 生 的 RNA 结 
合 从 而 更 有 力 地 抑制 发 夹 结构 形成 。 没 有 发 夹 的 形 
成 终止 就 不 会 发 生 。 和 》 叹 菌 体 晚期 基因 的 抗 终止 作 
用 需要 Q 与 que 位 点 的 结合 , 使 RNA 聚合 酶 在 晚期 
启动 子 的 下 游 停顿 。 随 后 ，Q 与 聚合 酶 结合 使 其 忽 
略 终止 子 而 继续 晚期 基因 的 转录 。 

入 噬菌体 通过 产生 大 量 的 阻 过 物 C1 与 早期 操纵 
子 结合 以 阻止 早期 RNA 的 进一步 合成 ， 来 实现 溶 
源 态 的 建立 。 用 于 溶 源 态 建立 的 启动 子 是 Pre， 它 
位 于 Pr 和 cro 的 右 侧 。 从 这 个 启动 子 开始 向 左 转录 
cL, EAER c Al HIT 的 产物 也 参与 溶 源 
态 的 形成 过 程 ，CIL 直接 刺激 聚合 酶 结合 到 Pre Al P: 
上 ; 而 CIII 可 以 减缓 CII 的 降解 。 

Prm 是 用 来 维持 溶 源 态 的 启动 子 。 它 是 在 从 Pre 
开始 转录 发 生 之 后 才 发 挥 作用 ， 这 一 转录 使 阻 遇 物 
CI 迅速 合成 ， 形 成 溶 源 态 。 这 些 阻 过 物 结合 到 Op] 
和 CO-2 上 , 但 保持 O3 MF, RNA 聚合 酶 结合 到 
Prm 上 ， 而 Paw 与 Ox3 MAAE On? E HGN 
物 与 聚合 酶 相 接 。 这 种 蛋白 质 -蛋白 质 间 的 相互 作用 
使 得 启动 子 更 加 有 效 地 运行 。 高 浓度 的 阻 过 物 会 抑 
制 从 Prm 开 始 的 转录 ， 而 这 一 过 程 可 能 涉及 阻 跑 物 
二 聚 体 间 的 相互 作用 ， 即 阻 过 物 二 涌 体 通过 DNA. 
环 实现 Orl, Ok2 和 OR3 $j O1, O2 和 0,3 的 
结合 。 

入 阻 遇 物 与 RNA 聚合 酶 间 重 要 的 相互 作用 涉及 
RAM o 亚 基 的 4 区 。 这 条 多 肽 结合 在 Paw 上 弱 的 

35 框 不 远 处 , 使 o 亚 基 4 区 与 结合 到 OR2 上 的 阻 
遏 物 靠近 。 因 此 阻 遏 物 可 与 o 因子 相互 作用 ,帮助 
RNA 聚合 酶 结合 到 弱 的 启动 子 上 。 通 过 这 种 方式 ， 
Or2 充当 激活 位 点 ， 而 入 阻 过 物 是 从 Prw 转 录 的 激 
活 子 。 这 样 就 促使 闭合 的 启动 子 复合 物 变 成 开放 的 
启动 子 复合 物 。 

某 一 特定 的 细菌 当 被 噬菌体 感染 后 是 裂解 还 
是 溶 源 依赖 于 cl 和 cro 基因 产物 生成 速率 的 竞争 。 
cl SAPS), HE Orl, Ox2, O11 及 O.2， 


同时 关闭 所 有 早期 基因 包括 cro 基因 的 转录 ， 这 样 
就 导致 溶 源 。 另 一 方面 cro 基因 编码 CRO 蛋白 来 封 
闭 Ok3 和 QO.3 从 而 关闭 cI 基因 的 转录 ， 这 样 就 致使 
细菌 裂解 。 哪 一 个 基因 产物 首先 达到 足够 高 的 浓度 
来 阻止 其 竞争 者 的 合成 , 它 就 会 在 竞争 中 胜出 从 而 
决定 细菌 的 命运 。 竞争 的 胜出 由 CI 的 浓度 决定 ， 
而 CN 的 浓度 由 细胞 内 蛋白 酶 的 浓度 决定 ， 和 蛋白酶 
的 浓度 又 相应 地 由 环境 因素 如 培养 基 的 营养 度 决定 。 

当 溶 源 菌 遭受 DNA 损伤 后 ， 会 诱导 SOS 响应 。 
这 一 反应 最 初 是 RecA 蛋白 出 现 辅 蛋白 酶 活性 ， 使 
阻 歇 物 将 其 自身 一 切 两 半 ， 从 和 操纵 子 上 释放 出 来 
最 终 诱导 裂解 周期 。 子 代 和 噬菌体 以 这 种 方式 逃避 
宿主 内 的 致死 性 损伤 。 


复习 题 


1. 用 模型 解释 噬菌体 SPOL 如 何 控制 转录 过 程 。 

2. 总 结 问题 1 的 证 据 。 

3. 描述 枯草 芽孢 杆菌 of 识别 0. 4kb 产 孢 特异 
性 启动 子 ， 而 o 识别 营养 生长 特异 性 启动 子 的 实验 

4. 总 结 枯草 芽孢 杆菌 在 孢子 发 生 时 调节 转录 过 
程 的 机 制 。 

5. 描述 证 明 枯草 芽孢 杆菌 of 识别 spollD 启动 
子 ， 而 其 他 的 o 因子 不 能 识别 spollD 启动 子 的 实验 
证 据 。 

6. 解释 E. coli 如 何 对 热 激 做 出 迅速 响应 。 

7. 用 模型 解释 T7 噬菌体 如 何 控制 转录 过 程 。 

8. 在 裂解 复制 过 程 中 》 噬菌体 如 何 将 转录 从 早 
期 转换 到 晚 早期 再 到 晚期 。 

9. 用 模型 解释 、 噬菌体 感染 的 E. coli 细胞 中 
NN- 介 导 的 终止 作用 。 哪 些 蛋 白质 参与 了 这 个 过 程 ? 

10. 用 模型 解释 N 和 NusA 在 转录 终止 和 抗 终 
止 中 的 作用 。 

11. 描述 证 明 N 和 NusA 在 内 部 终止 子 中 控制 
发 夹 形成 的 实验 证 据 。 

12. Pr 启动 子 很 难 被 识别 并 且 其 本 身 对 RNA 
聚合 酶 也 没有 亲和力 ， 那 么 cl 基因 是 如 何 从 这 个 启 
动 子 转录 的 ? 

13. 如 何 才能 使 CII 和 RNA 聚合 酶 可 以 同时 结 
合 在 DNA 的 同一 个 位 点 上 ? 

14. 描述 和 阻 过 物 正 向 和 反 向 调节 其 自身 合成 
的 实验 证 据 。 相 同 的 实验 表明 阻 过 物 对 cro 转录 具 
有 怎么 样 的 影响 ? 

15. 图 示 利用 基因 间 抑 制 分 析 来 测定 两 个 蛋白 
质 之 间 相 互 作用 的 原理 。 

16. 描述 研究 入 阻 过 物 与 E.coli RNA RAB o 
亚 基 相互 作用 的 实验 证 据 。 

sl 


17. 用 模型 解释 在 入 噬菌体 感染 的 E. coli 中 cI 
和 cro 的 竟 争 是 如 何 导致 溶 源 态 或 裂解 态 的 建 
立 的 。 

18. 用 模型 解释 突变 诱导 入 溶 源 菌 的 作用 原理 。 


分 析 题 


1 有 一 个 基因 ， 人 怀疑 它 有 两 个 启动 子 分 别 受 两 
个 因子 识别 ， 设 计 一 个 实验 来 证 明 这 一 假设 。 

2. 如 果 用 同一 个 株 系 的 和 噬菌体 感染 溶 源 态 
E liZ RETA? 能 否 得 到 超 感染 菌株 ? 为 
什么 ? 

3. 重复 问题 2 的 实验 ， 但 使 用 不 同 株 系 的 入 噬 
菌 体 ， 其 操纵 子 序列 显著 不 同 于 溶 源 态 的 噬菌体 。 
你 期 望 的 结果 是 什么 ? 为 什么 ? 
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4. 用 野生 型 和 噬菌体 感染 两 个 遗传 背景 不 同 的 
E. cofi 并 分 离 菌株 ， 分 别 从 它们 的 叹 菌 斑 中 挑选 溶 
源 菌 ， 并 进行 培养 。 用 紫外 线 照射 后 ， 其 中 一 菌株 
呈 裂 解 态 而 另 一 菌株 什么 也 没有 得 到 ， 分 析 原因 。 

5. 在 100% 引 起 裂解 态 的 X 噬菌体 中 ， 什 么 可 
能 发 生 了 突变 ? 

6. 在 100% 引 起 溶 源 态 的 、 噬菌体 中 ， 什 么 可 
能 发 生 了 突变 ? 

7, 如 果实 验 中 所 用 的 和 噬菌体 的 N 基因 失 活 ， 
期 望 得 到 的 细菌 是 什么 样子 ? 是 裂解 态 的 、 溶 源 态 
的 、 两 种 都 有 、 两 种 都 没有 。 为 什么 ? 


翻译 RR RE 郑 用 建 


第 9 章 细菌 中 DNA- 蛋 白质 的 相互 作用 


基因 调控 : Cro 蛋白 结合 到 DNA 上 的 计算 机 模型 
© Ken Eward/SS/Photo Researchers, Inc. 


在 第 7 章 和 第 8 章 我 们 讨论 了 与 DNA 特定 位 点 
紧密 结合 的 几 种 蛋白 质 ， 包 括 RNA RAN, lac p 
i), CAP, trp BH, à BAYH Cro。 对 这 
些 蛋 白质 已 有 详细 的 研究 ， 它 们 都 能 在 大 量 的 无 关 
序列 中 定位 并 结合 到 一 段 特殊 的 短 DNA 序列 上 。 
那么 ， 这 些 蛋 白质 如 何 完成 这 种 大 海 捞 针 似 的 专 一 
性 结合 的 呢 ? 除了 RNA 聚合 酶 外 ， 它 们 都 含有 相 
似 的 结构 基 序 ， 即 由 一 个 短 的 蛋白 质 转角 所 连接 的 
两 个 a 螺旋 。 这 种 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 (图 9. 1a) 
使 第 二 个 螺旋 〈 识 别 螺旋 ) 可 以 合适 地 霸 入 目标 
DNA 的 大 沟 里 《图 9. lb) 。 我 们 将 看 到 这 种 巧妙 的 
匹配 构象 在 不 同 蛋白 质 间 有 很 大 变化 ， 但 是 都 能 像 
钥匙 与 锁 那样 准确 契合 。 在 本 章 ， 我 们 将 学 习 几 个 
研究 得 比较 透彻 的 例子 ， 了 解 原核 细胞 中 DNA- 蛋 
白质 的 相互 作用 ， 搞 清楚 什么 东西 使 它们 如 此 专 一 。 
在 第 12 章 我 们 将 讨论 真 核 生 物 中 的 另外 几 种 DNA 
结合 基 序 。 


9.1 入 阻 歇 物 家 族 


如 图 9. 2 RAR, A BAS ADL ME BA He OY BH HI 
别 螺 旋 位 于 相应 操纵 基因 DNA 的 大 沟 内 ， 这 种 
结合 的 特异 性 依赖 于 识别 螺旋 的 某 些 氨基 酸 与 伸 
A DNA 大 沟 的 某 些 碱 基 的 功能 基 团 的 特异 性 结 
合 ， 以 及 与 DNA 骨架 上 的 磷酸 基 特异 性 结 


螺旋 1 


(b) 


图 9.1 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 是 DNA 结合 的 元 
Rola) 和 阻 过 物 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 ，(b) BEL 
遏 物 单 体 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 对 和 操纵 基因 的 
配合 。 基 序 的 螺旋 2 插入 目标 DNA 的 大 沟 内 ， 
其 背面 (离开 读者 ) 的 一 些 氨基 酸 可 与 DNA 
结合 。 


合 。 其 他 具有 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 的 蛋白 质 因为 
识别 螺旋 缺乏 正确 的 氨基 酸 ， 而 不 能 与 同样 的 
DNA 位 点 很 好 地 结合 。 我 们 想 知道 哪些 氨基 酸 在 
这 种 结合 中 起 重要 作用 。 


利用 定点 突变 探测 结合 的 专 一 性 
Mark Ptashne 及 同事 利用 其 对 两 类 噬菌体 


434 和 P22 及 其 操纵 基因 的 研究 提供 了 专 一 性 结合 
的 部 分 答案 。 这 两 个 只 菌 体 的 分 子 遗传 特性 非常 
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图 9.2 入 阻 遇 物 单 体 的 识别 螺旋 与 DNA 操纵 
基因 大 沟 相配 合 的 示意 图 。 识 别 螺旋 用 红色 圆 
柱 体 表 示 ， 在 大 沟 中 处 于 有 利于 结合 DNA 碱 基 
对 边缘 氢 键 的 位 置 。(Sowurce: Adapted from Jor- 
dan, S R. and C. ©. Pabo. Structure of the lambda 
complex at 2.5 A resolution. Details of the repress- 
oroperator interaction. Science 242; 896, 1988. ) 


ARAL, HHA AST BERK, ENE RAE A BY BS 
物 ， 识 别 不 同 的 操纵 基因 。 两 种 阻 遇 物 都 与 入 阻 巡 
物 类 似 ,含有 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 ， 但 由 于 识别 操 
纵 基因 的 碱 基 序列 不 同 ， 推 测 其 识别 螺旋 具有 不 同 
的 氨基 酸 组 成 ， 尤 其 是 专门 结合 DNA 大 沟 里 的 碱 
基 的 氨基 酸 。 

Stephen Harrison 和 Ptashne 利用 X 射线 衍射 技术 
(知识 窗 9. 1) 分 析 操纵 基因 - 阻 歇 物 复合 体 ， 鉴 别 出 
434 风 菌 体 阻 过 物 的 识别 螺旋 与 操纵 基因 大 沟 里 的 碱 
基 的 结合 面 。 通 过 类 比分 析 ， 对 P22 噬菌体 的 阻 过 物 
也 做 出 了 相似 的 预测 ， 图 9.3 示意 性 地 显示 了 每 个 阻 
过 物 中 最 有 可 能 与 操纵 基因 结合 的 氨基 酸 。 
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图 9%.3 AAA i BO BB H AY RB Eo 
(a) 两 个 阻 遇 物 识 别 螺旋 的 关键 氨基 酸 。 显 示 434 
和 P22 阻 巡 物 识 别 螺旋 的 氨基 酸 序列 以 及 两 侧 的 
几 个 氨基 酸 。 贺 圈 中 的 氨基 酸 为 两 个 蛋白 质 中 不 
相同 的 ， 它 们 很 可 能 在 特异 性 方面 起 作用 。 螺 旋 
面向 DNA 的 氨基 酸 很 可 能 参与 结合 DNA。 改 变 
这 些 氨基 酸 以 及 螺旋 之 前 的 一 个 氨基 酸 可 以 改变 
对 DNA 结合 的 特异 性 。(b) P22 阻 过 物 的 识别 螺 
旋 端 面 观 。 数 字 代表 蛋白 链 中 的 氨基 酸 位 置 。 螺 
旋 的 左手 侧 朝向 DNA， 该 侧 的 氨基 酸 在 结合 方面 
很 重要 。434 阻 遏 物 相应 位 置 上 的 不 同 氨基 酸 用 红 
MPR. (Source: (b) Adapted from Wharton, 
R. P. and M. Ptashne, Changing the binding speci- 
ficity of a repressor by redesigning an alpha-he- 
lix. Nature 316: 602, 1985.) 


知识 窗 9. 1 
和 X 射线 晶体 学 


本 书 有 很 多 DNA 结合 蛋白 结 多 的 例子 ， 这 些 结构 是 通过 和 射线 衍射 分 析 (X-ray diffraction analysis) 
获得 的 ， 该 方法 也 称 为 X 射 线 晶 体 学 (X-ray crystallography) 。 此 处 将 对 这 种 非常 有 用 欧 技 术 做 一 介绍 。 
就 像 光线 一 样 ， 色 射线 是 到 磁 辐 射 ， 但 其 波长 短 得 多 ， 所 以 能 量 更 高 。 因 此 ， 尽 射线 森 射 分 析 的 原 
理 在 某 些 方面 与 光学 显微镜 相似 就 不 足 为 奇 了 。 图 框 9. 1 显示 了 这 种 相似 性 。 在 光学 显微镜 中 《图 框 
9. 14a)， 可 见 光 被 物体 散射 ， 迁 镜 收集 光线 ， RAB RRO. 
+ 在 XX 射 线 衍射 中 ，X 射 线 被 物体 【 蝇 体 ) KH. CHINE TAERE, PRATRA XH 
| 的 条 镜 。 所 以 必须 使 用 相关 的 间接 方法 成 像 。 该 方法 基于 以 下 的 条 件 ， 当 射线 和 原子 周 国 的 电子 云 相 


| SEMA, XRF OR. RH, 由 于 愉 射 线束 与 很 多 原子 作用 ， 大 部 分 散射 的 X 射 线 由 于 其 
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(A = 5000 A) 
| 光源 物体 ee 波动 性 而 撤 此 抵消 。 但 是 散射 到 特定 方向 的 X 射线 会 
被 行 射 现象 所 增强 。Bragg 定律 2dsin8 一 和 X， 描 述 了 衍 
光学 显微镜 透镜 HA O 和 散射 平面 间距 (d) 的 关系 。 如 图 框 9.2 


所 示 ，X 射线 2 经 过 的 距离 比 X 射 线 1 长 2X dsind, 

因此 ， 如 果 处 射线 2 ORK CA) FF 2dsind, MX 
者 线 1 和 义 射 线 2 闻 射 后 因 相 位 相同 而 得 到 增强 。 如 | 

— Q RARE tana, RHE OHM, Et 

结构 模型 射 的 X 射线 被 放置 在 X 射线 路 径 上 的 收集 装置 ia 

‘oad 器 ) 记录 为 点 于 。 访 装置 可 以 简单 到 只 是 一 张 X 射线 
cere 感光 胶片 ， 现 在 已 有 更 高 效 的 电子 监测 器 。 图 框 9.3 
| 是 一 个 简单 蛋白 溶菌 本 的 衍射 图 。 尽 管 这 蛋白 相对 简 
| 图 框 9.1 光学 显微镜 (上 ) MX 射线 晶体 成 像 单 (只 有 129 RRM), RIM TA APL 
(F SERRE. 杂 。 为 了 获得 蛋白 质 的 三 维 结构 ， 必 须 旋转 晶体 ， 记 

| RAAF AHH. 


图 框 9.2 通过 晶体 平行 平 
| 面 的 两 束 X 射线 的 反射 。 
两 条 X 射 线 (1 和 2) WIE 
角 8 射 向 晶体 平面 ， 并 以 
相同 角度 反射 。 两 平面 间 
的 距离 是 d。X 射线 2 额外 
辐射 的 距离 是 2dsin9。 


下 一 个 任务 是 利用 衍射 图 中 的 点 阵 绘 出 产生 衍射 的 分 子 结构 。 不 幸 的 是 不 能 用 衍射 图 的 点 阵 重 建 电 
子 密度 图 (electron-density map) (电子 云 分 布 )， 因 为 散射 图 不 含 单反 射 相 角 (phase angle) 的 物理 参数 
信息 。 为 解决 这 个 问题 ， 晶 体 学 家 用 重金 属 溶液 (Hg, Pt, UF) 浸润 蛋白 晶体 制 成 含 3 一 10 种 不 同 重 
金属 的 衍生 蝇 体 。 这 些 重金 属 原子 倾向 于 结合 有 反应 活性 的 气 基 酸 残 基 ， 例 如 半 胱 氨 酸 、 组 氨 酸 、 天 冬 
气 酸 ， 但 不 改变 蛋白 质 的 结构 。 这 种 方法 叫做 多 重 同形 置换 (multiple isomorphous replacement, MIR), 
通过 对 比 原始 的 衍射 图 和 重金 属 原子 衍生 晶体 的 衍射 图 ， 可 以 确定 单反 射 相 角 。 一 旦 得 到 相 角 ， 就 可 以 
精确 地 把 衍射 图 通过 教学 计算 转换 为 该 衍射 分 子 的 电子 密度 图 。 然 后 就 可 用 电子 密度 图 推断 该 衍射 分 子 
的 结构 了 。 用 衍射 射线 建立 的 衍射 物体 图 像 与 用 透镜 的 相似 ， 但 不 是 像 透镜 那样 获得 物理 上 的 图 像 ， 而 
是 通过 数学 计算 获得 的 。 图 框 9. 4 是 溶菌 酶 部 分 站 构 的 电子 密度 图 ， 杆 状 图 是 从 密度 图 推断 出 的 分 子 结 
构 。 图 框 9. 5 是 根据 整个 分 子 的 电子 密度 图 推断 出 的 完整 溶菌 酶 分 子 的 3 种 不 同 表示 形式 。 

为 什么 在 XX 射线 衍射 分 析 中 要 使 用 单 晶体 呢 ? 将 单一 蛋白 质 分 子 置 于 X 射线 路 径 上 显然 是 不 实际 
的 。 就 算 我 们 能 做 到 ， 单 一 分 子 行 射 的 能 量 也 太 弱 了 难以 和 检测。 因此， 需要 在 又 射 线束 中 放置 很 多 蛋白 
质 分 子 ， 产 生 足 够 强 的 信号 以 便 检 测 。 为 什么 不 用 蛋白 质 粉末 或 者 蛋白 质 溶液 呢 ? 问题 是 粉末 或 溶液 中 
| 的 分 子 是 随机 定向 的 ， 样 品 衍射 出 的 又 射线 无 法 解析 。 
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图 框 9.3 溶菌 酶 蛋 和 白质 晶体 的 样 
本 单 衍射 图 。 左 边 的 黑 线 是 阻挡 
射线 东 的 小 针 的 影子 ， 它 保护 探 
测 器 不 受 X 射线 直射 。 晶 体 的 位 
置 由 中 心 的 〈 十 ) WR. (Source; 
Courtesy of Fusao Takusagawa. ) 


图 要 9.4 溶菌 酶 分 子 的 部 分 电子 密度 图 。(a) 低 倍 镜 下 ， 显 示 大 部 分 分 子 的 电子 密度 图 。 蓝 色 部 分 对 
应 高 电子 密度 区 域 。 从 电子 密度 图 推断 它们 聚集 成 该 分 子 的 棒状 模型 〈 红 、 黄 和 蓝 )。(b) 高 倍 镜 下 ， 
显示 (a) 图 中 的 中 心 部 分 。 分 辩 率 是 2. 4A， 无 法 分 辨 出 单个 原子 , 但 足以 确定 每 个 氨基 酸 的 独特 形 
Æ. (Source: Courtesy Fusao Takusagawa. ) 


解决 这 个 问题 的 办 法 是 用 眉 白 质 晶体 。 晶体 由 很 多 在 三 维 空 间 中 规则 排列 的 小 重复 单位 《 卓 胞 ， 
unit cell) 组 成 。 蛋 白质 的 一 个 晶 胞 含有 几 个 分 子 ， 它 们 通常 是 空间 对 称 性 相关 的 。 因 此 ， 击 体 中 蝇 胞 内 | 
所 有 分 子 的 衍射 相同 ， 而 且 披 此 增强 。 要 使 X 射线 符 射 结果 可 用 ， 蛋 白质 晶体 的 最 小 尺度 至 少 应 
0. lmm。 这 种 大 小 的 立方 晶体 含有 102 个 以 上 分 子 〈 假 设 一 个 蛋白 质 分 子 占据 5OAX50AX50A t £ 
闻 )。 图 杠 9. 6 是 适合 做 X 射线 衍射 分 析 的 溶菌 醇 晶体 照片 。 蛋 白质 晶体 不 只 含有 纯 蛋白 质 ， 也 含有 大 量 
的 溶剂 〈 占 晶体 重量 的 30% 一 7086)。 因 此 ， 蛋 白 在 晶体 中 的 环境 类 似 于 在 溶液 中 ， 晶 体 的 三 维 结构 与 
溶液 中 的 相近 。 总 之 ， 我 们 确信 通过 X 射线 晶体 成 像 确定 的 蛋白 质 结构 与 它们 在 细胞 中 的 结构 相近 。 事 
| 实 上 ， 多 数 栈 晶体 都 保持 了 酶 活性 。 
什么 不 用 可 见 光 观 察 蛋白 质 结构 避免 XX A OG SAAR? AMATAR (resolution), HE 
别 分 子 不 同 部 位 的 能 力 。 分 析 分 子 结构 的 最 终 目 的 是 分 辩 出 每 个 原子 ， 使 分 子 中 所 有 原子 间 的 精确 空间 
关系 能 够 时 现 。 但 是 原子 的 空间 尺度 是 埃 (A) 级 的 ， 而 射线 的 最 大 分 辩 力 是 其 波长 的 1/3(0. 6M2sin8)。 
所 以 我 们 需要 波长 〈 以 埃 为 单位 测量 的 ) 很 短 的 射线 来 分 辩 蛋 白质 中 的 原子 。 可 见 光 的 平均 波长 约 为 
500nm(5000A) 。 用 可 见 分 辩 出 原子 显然 是 不 可 能 的 。 而 又 射线 的 波长 为 1 到 几 个 埃 。 例 如 ， 被 激发 的 铀 
原子 发 射出 的 特征 X 射线 波长 是 1. 54 信 ， 对 蛋白 质 的 高 分 辩 率 X 射线 柯 射 分 析 是 理想 的 。 
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图 杠 9,5 根据 电子 密度 图 框 9. 4 计算 出 的 溶菌 酶 结构 的 3 种 形式 。(a) 如 图 框 9. 4 的 棒状 图 。(b) 线 
状 图 。 a 螺旋 为 绿色 ，B 折 登 片 为 红色 ， 随 机 卷曲 为 蓝 色 。 蛋 白质 的 N 端 和 C 端 分 别 标记 为 N-ter 和 C- 
ter, (c) 带 状 图 。 颜 色 标记 和 Cb) PHR. a 螺旋 的 螺旋 性 质 在 图 中 显而易见 。3 个 图 中 都 有 的 右上 部 


发 颖 是 酶 的 活性 位 点 。(Source，Courtesy Fusao Takusagawa. ) 


在 本 章 中 我 们 会 看 到 不 同 分 辨认 水平 的 蛋白 质 结构 。 
分 闪 率 不 同 是 什么 原因 造成 的 呢 ? 在 蛋白 质 晶体 中 ， 蛋 白 
质 分 子 相对 有 序 的 排列 可 以 在 远离 光束 的 地 方 产生 很 多 衍 
射 点 ， 即 远离 监测 器 中 心 。 这 些 点 是 由 大 衙 射 角 〔9， 图 框 
9.2) 的 X 射线 产生 的 。 根 据 有 序 蝇 体 的 衍射 点 计算 出 的 电 
子 密度 图 可 以 展示 出 衍射 分 子 的 高 分 辨 幸 图 像 。 另 一 方面 ， 
分 子 排列 不 太 规 则 的 蛋白 质 晶体 得 出 的 衍射 点 只 靠近 检测 
器 中 心 ， 是 由 小 衍射 角 的 X 射线 产生 。 这 种 数据 产生 的 分 
子 图 像 分 辩 率 相对 较 低 。 

分 大 率 和 衍射 角 之 间 的 关系 是 Bragg 定律 2dsing 一 人 的 
另 一 个 结果 。 变 换 Bragg 等 式 ，d 二 和 /2sin8， 可 见 AKA 
质 中 结构 元 件 之 间 的 距离 ) 和 sind BR. Ask, AP 
结构 元 件 之 间 的 距离 越 大 ， 衍 射 角 越 小 ， 越 靠近 衍射 图 的 
中 心 。 即 低 分 辨认 结构 《〈 即 元 件 之 间 的 距离 大 ) 产生 的 点 
子 出 现在 衍射 图 的 中 间 部 分 。 同 样 ， 高 分 准 率 结构 产生 的 点 子 出 现在 图 的 外 图 ， 因 为 这 种 蝇 体 以 大 角度 衍射 
射线 。 当 蝇 体 学 家 制备 出 足够 好 的 能 产生 高 分 辩 率 的 晶体 时 ， 他 们 就 能 建立 该 爱 白 质 结构 的 精细 模型 。 

我 们 在 本 章 讨论 的 蛋白 质 是 DNA 结合 蛋白 。 在 多 数 情 况 下 ， 研 究 者 已 经 制备 了 蛋白 质 和 含有 该 蛋 
白质 识别 序列 的 双 链 DNA 片段 的 共 吸 体 。 这 让 我 们 不 仅 能 知道 该 蛋白 质 和 DNA 在 蛋白 质 -DNA 复合 体 
中 的 形状 ， 也 能 知道 在 蛋白 质 -DNA 相互 作用 中 起 作用 的 原子 。 


图 框 9.6 ”溶菌 酶 晶体 。 用 偏振 滤 光 片 拍摄 以 便 
产生 有 颜色 的 晶体 照片 。 晶 体 的 实际 大 小 接近 
0. 5mmX0. 5mm X 0. 5mm。 (Source; Courtesy 
Fusao Takusagawa. ) 
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如 果 这 些 氨 基 酸 确实 很 重要 ， 那 么 只 要 对 其 加 以 
改变 就 可 改变 阻 遏 物 的 特异 性 。 可 以 改变 434 BG 
使 它 不 识别 自身 操纵 基因 而 识别 P22 操纵 基因 。 这 正 
是 Robin Wharton 和 Ptashne 他 们 所 做 的 。 首 先 克隆 
得 到 434 阻 遇 物 基因 ， 然 后 利用 第 5 章 的 基因 突变 技 
术 系 统 地 将 434 阻 过 物 识别 螺旋 的 5 个 氨基 酸 密码 子 
突变 成 P22 阻 遇 物 识别 螺旋 的 5 个 相应 氨基 酸 。 

然后 ， 在 细菌 中 表达 这 些 突变 基因 ， 并 通过 体 
内 和 体外 实验 检测 基因 产物 结合 434 及 P22 操纵 基 
因 的 能 力 。 体 内 实验 检测 免疫 性 。 回 想 一 下 ， 感 染 
入 叭 菌 体 的 E. coli 细胞 进入 溶 源 状态 后 便 对 和 哈 菌 
体 的 再 次 感染 具有 免疫 力 ， 溶 源 菌 中 额外 的 阻 过 物 
会 立刻 与 人 侵 的 X DNA 结合 并 抑制 其 表达 (第 8 
章 )。434 和 P22 噬菌体 是 类 a 噬菌体 (lambdoid), 
但 它们 的 免疫 区 以 及 操纵 基因 是 有 区 别 的 。 因 此 ， 
434 溶 源 菌 对 434 噬菌体 再 次 感染 有 免疫 力 但 对 P22 
再 次 感染 无 免疫 力 ， 反 之 亦 然 ，P22 溶 源 菌 对 P22 
噬菌体 再 次 感染 有 免疫 力 而 对 434 噬菌体 则 没有 。 

Wharton 和 Ptashne 没有 培养 溶 源 菌 ， 而 是 利用 
编码 重组 434 阻 过 物 的 质粒 转化 E. coli， 然 后 检测 重 
组 434 阻 过 物 ( 其 识别 螺旋 已 被 改变 成 P22 的 识别 螺 
旋 ) 是 否 仍 具 有 原来 的 结合 特异 性 。 如 果 有 ， 则 转化 
了 重组 阻 过 物 的 细胞 对 434 的 感染 就 应 该 有 免疫 力 ， 
如 果 其 结合 特异 性 发 生变 化 则 应 该 对 P22 的 感染 有 免 
BEH. KERE 434 和 P22 都 不 感染 E.coli， 所 以 研究 
者 用 434 和 P22 免疫 区 (Xa434 和 Nom P22) 的 重组 
入 噬菌体 进行 实验 ， 发 现 突变 434 阻 过 物 的 细菌 对 
P22 免疫 区 噬菌体 的 感染 有 免疫 力 ， 而 对 434 免疫 区 
叭 菌 体 则 无 免疫 力 。 

为 了 验证 这 些 结果 ，Wharton 和 Ptashne 在 体 
外 用 DNase 足迹 实验 (第 5 章 ) 检测 阻 过 物 与 DNA 
的 结合 ， 发 现 纯化 的 重组 434 阻 过 物 与 P22 BD 
一 样 能 在 P22 操纵 基因 上 形成 “足迹 ” (W 9.4). 
而 在 对 照 实 验 中 〈 未 给 出 ) TB HE 434 操纵 
基因 上 不 再 形成 足迹 。 因 此 ， 结 合 的 特异 性 确实 因 
这 5 个 氨基 酸 的 改变 而 发 生 了 改变 。 进 一 步 实验 表 
明 ， 前 4 个 氨基 酸 对 于 两 个 阻 遇 物 的 结合 活性 都 是 
充分 必要 的 。 如 果 阻 过 物 识别 螺旋 有 TQQE HR 
M., BAME, GARRE AAR), MEHR 
434 操纵 基因 结合 ， 如 果 是 SNVS (4AM. KAA 
Me. BAM. LAM) 则 与 P22 操纵 基因 结合 。 

如 果 Wharton 和 Ptashne 不 是 改变 而 是 消除 阻 
过 物 的 特异 性 ， 结 果 会 如 何 呢 ? 他 们 可 由 此 鉴定 出 
阻 过 物 中 决定 特异 性 的 重要 氨基 酸 ， 然 后 对 其 进行 
随机 突变 ， 以 显示 重组 434 阻 过 物 不 再 结合 其 操纵 
基因 。 如 果 这 正 是 他 们 所 做 的 全 部 内 容 ， 则 可 认为 
实验 结果 与 所 提出 的 假设 一 致 ， 即 这 些 改变 的 氨基 
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图 9.4 重组 434 阻 遇 物 的 DNase Biz, Wharton 
和 Ptashne 用 末端 标记 的 P22 噬菌体 的 Ok 与 不 同 
BELL Py tit DNA 酶 足迹 实验 。 阻 过 物 分 别 是 P22 阻 
过 物 〈P22， 泳 道 1 一 7) 或 434 阻 过 物 其 识别 螺旋 
Co BRIE 3) 的 5 个 氨基 酸 被 突变 成 P22 识别 螺旋 
(434R [a3 (22)]， 泳 道 8 一 14) 的 相应 氨基 酸 。 
两 组 泳 道 各 阴 过 物 的 浓度 都 逐渐 增加 〈 泳 道 1 和 8 
为 omol/L, 泳 道 2 一 7 7.6X10-"~ 1,1 10-* 
mol/L， 泳 道 8 一 14 为 5. 2X107” ~5. 6X107" mol/ 
L). Marker 泳 道 是 测序 产物 的 A+G 反 应 。 所 有 3 
个 右 向 操纵 基因 的 位 置 在 左边 的 括号 中 标 出 。 
(Source: Wharton, R.P.and M. Ptashne, Chan- 
ging the binding specificity of a repressor by rede- 
signing an alpha-helix Nature 316 (15 Aug 
1985), f.3, p.603. © Macmillan Magazines 
Ltd.) 


酸 直接 参与 结合 。 但 也 有 另 一 种 解释 ， 认 为 这 些 氨 
基 酸 只 是 对 阻 遇 物 的 三 维 构象 重 要 ， 改 变 它们 就 改 
变 了 蛋白 质 的 构象 ， 从 而 间接 地 抑制 了 结合 。 相 比 
之 下 ,通过 改变 氨基 酸 而 改变 结合 特异 性 有 力 地 证 
明了 这 几 个 氨基 酸 直 接 参与 结合 。 

Ptashne 小 组 在 相关 的 X 射线 晶体 研究 中 证 明 ， 
入 阻 遏 物 有 一 个 氨基 末端 岁 ， 但 在 434 和 P22 哗 菌 
体 中 未 发 现 。 该 臂 通过 环抱 操纵 基因 而 使 阻 过 物 结 
合 入 操纵 基因 . 图 9.5 RA RA 
基因 结合 的 计算 机 模型 。 可 以 看 到 ， 顶 部 单 体 的 螺 
旋 - 转 角 -螺旋 基 序 伸 向 DNA 大 沟 中 ， 底 部 单 体 的 辟 


接近 并 环抱 DNA, 


B95 和 阻 遇 物 二 聚 体 结合 X 操纵 基因 
(Ox2) 的 计算 机 模型 。DNA 双 螺 旋 在 右 侧 。 
阻 过 物 的 两 个 单 体 为 深蓝 色 和 黄色 。 上 方 单 
体 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 (红色 和 蓝 色 ) 插 
入 DNA 的 大 沟 。 下方 单 体 的 臂 环 抱 DNA, 
(Source; Hochschild, A., ，N.lrwin，and 
M. Ptashne, Repressor structure and the 
mechanism of positive control. Cell 32 (1983) 
p. 322. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. Photo by Richard Feldman. ) 


Cro th LAUR E95 FR He BEVEL AS AG BEL E 
样 的 操纵 基因 ， 但 是 对 这 3 个 操纵 基因 ( 见 第 8 章 ) 
的 亲 和 性 与 和 阻 遇 物 刚好 相反 ， 先 结合 k3， 最 后 是 
Ck1。 因 此 ， 通 过 改变 识别 螺旋 的 氨基 酸 可 以 辨别 出 
使 Cro 和 入 阻 过 物 具有 不 同 识别 特异 性 的 氨基 酸 。 
Ptashne 小 组 完成 了 这 一 研究 ， 发 现 与 入 阻 过 物 的 氨 
基 末 端 臂 一 样 ， 识 别 螺旋 的 第 5、6 位 氨基 酸 对 结合 
的 专 一 性 特别 重要 。 通 过 改变 操纵 基因 的 碱 基 ， 发 现 
识别 hl 和 Ok3 的 关键 碱 基 对 在 3 号 位 ，Cro 对 其 更 
人 敏感， 而 5 号 和 8 号 位 对 阻 遏 物 结合 是 选择 性 的 。 
小 结 ”类 入 噬菌体 阻 坎 物 都 具有 与 操纵 基因 
DNA 大 沟 匹 配 结合 的 识别 螺旋 。 识 别 螺旋 中 面 
向 DNA 的 某 些 氨基 酸 特异 性 地 结合 操纵 基因 的 
碱 基 ， 这 种 结合 决定 了 蛋白 质 -DNA 相互 作用 的 
特异 性 。 改 变 这 些 氨 基 酸 可 改变 阻 跟 物 的 特异 
性 。 和 阻 过 物 自身 有 一 个 额外 氨基 林 端 臂 ， 在 其 
他 阻 歇 物 中 未 发 现 。 氨 基 林 端 车 通过 环抱 面 帮助 


结合 DNA.。 ABBA Cro 蛋白 对 相同 操纵 基因 
的 亲 和 性 一 致 ， 但 它们 对 COxl R O3 具有 细微 
差别 , 这 种 差别 取决 于 其 识别 螺旋 中 不 同 氨基 酸 
与 两 个 操纵 基因 中 不 同 碱 基 对 的 相互 作用 .。 


高 分 辩 率 分 析 和 阻 遇 物 -操纵 基因 
相互 作用 


Steven Jordan 和 Carl Pabo 希望 以 更 高 的 分 辨 率 
来 观察 阻 过 物 -操纵 基因 的 相互 作用 。 通 过 对 阻 歇 
物 片段 与 操纵 基因 片段 的 高 质量 共 结晶 ， 他 们 得 到 
了 2. 5A 的 分 辩 率 。 阻 下 物 片段 有 1 一 92 位 残 基 ， 包 
括 全 部 DNA 结合 域 ,操纵 基因 片段 (图 9.6) 20bp 
长 ， 含 有 阻 坎 物 二 聚 体 的 完整 结合 位 点 ， 即 含有 两 个 
分 别 与 阻 遏 物 的 单 体 结合 的 半 位 点 〈two half-sites), 
X 射 线 晶 体 衍射 中 常用 部 分 分 子 做 结晶 ， 得 到 比 全 蛋 
白质 或 全 长 DNA 更 好 的 晶体 。 由 于 该 实验 的 主要 目 
的 是 一 明 阻 遏 物 与 操纵 基因 结合 面 的 结构 ， 所 以 
DNA 片段 和 部 分 蛋白 质 可 能 与 完整 蛋白 质 和 DNA 一 
样 好 用 ， 因 为 它们 都 含有 所 需 的 元 件 。 
123456789 

TATATCACCGCCAGTGGTAT 


TATAGTGGCGGTCACCATAA 
eresaoay 


图 9.6 FAF te MR BE A - BE 8 Wo FE kA IR 
基因 片段 。 这 个 20mer 片段 含有 两 个 10.1 半 位 
点 ， 各 与 阻 遏 物 的 一 个 单 体 结合 。 半 位 点 包含 在 
黑体 表示 的 17bp 区 内 ， 各 有 8bp， 被 中 间 的 G-C 
对 隔 开 。 左 边 的 半 位 点 有 一 个 共同 序列 ， 右 边 的 
与 共同 序列 有 点 偏差 。 共 同 序列 半 位 点 的 碱 基 对 
标 以 数字 1 一 8; 另 一 半 标 以 数字 1 一 8 。 


一 般 结构 特征 本章 介绍 的 入 阻 过 物 与 操纵 基 
因 精确 配合 的 图 示 是 依据 Steven Jordan 和 Carl Pabo 
的 高 分 辩 率 模型 绘制 的 。 图 9.7 是 同一 模型 的 更 为 
详细 的 图 示 ， 以 揭示 蛋白 质 -DNA 相互 作用 的 几 个 
主要 方面 。 首 先 ， 每 个 阻 过 物 单 体 的 识别 螺旋 (3 
和 3'， 红 色 ) 以 两 个 半 位 点 嵌入 在 DNA 大 沟 里 。 
还 可 看 到 螺旋 5 和 5 相互 靠近 将 阻 遏 物 二 聚 体 拉 在 
一 起 。 最 后 ， 注 意 DNA 的 形状 与 标准 B 型 DNA 类 
似 ， 还 可 看 到 DNA 有 稍 许 弯曲 ， 尤 其 在 其 两 端 曲 
向 阻 遇 物 二 聚 体 ， 但 螺旋 的 其 余部 分 是 相对 直 的 。 
与 碱 基 的 相互 作用 ”图 9. 8 详细 地 描述 了 阻 过 物 
单 体 的 氨基 酸 与 半 位 点 中 操纵 基因 碱 基 的 相互 作用 。 
参与 相互 作用 的 关键 氨基 酸 是 Gln33、Gln44、Ser45 、 
Lys4 及 Asn55。 图 9. 8a 是 这 种 相互 作用 的 立体 图 ， 
其 中 a 螺旋 2 和 3 用 粗 线 表示 ， 识 别 螺旋 (3) 几乎 
与 纸 面 垂直 ， 所 以 螺旋 的 多 肽 骨架 看 起 来 像 一 个 环 ， 
关键 氨基 酸 与 DNA MEERA RRHH). 
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图 %.7 入 阻 过 物 - 操 纵 基因 复 
合体 的 几何 学 。DNA 被 结合 到 
阻 歇 物 二 聚 体 上 ， 每 个 单 体 的 
识别 螺旋 标 为 3 和 3'。(Source: 
Adapted from Jordan, S. R. and 
C.O. Pabo, Structure of the 
lambda complex at 2. 5 Å resolu- 
tion. Details of the repressor-op- 
erator interaction. Science 242: 
895, 1988.) 
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图 9.8 入 阻 遇 物 与 操纵 基因 大 沟 里 碱 基 间 的 氨 键 。(a) 复合 体 的 空间 示意 图 ，DNA 双 螺 旋 在 右 侧 ， 阻 
过 物 单 体 的 氨基 末端 在 左 侧 。a 螺旋 2 和 3 用 粗 线 表 示 ， 识 别 螺旋 几乎 与 纸 面 垂 直 。 氢 键 用 虚线 表示 。 
(b) (a) 中 的 氧 键 示意 图 。 只 标 出 重要 的 氨基 酸 。 碱 基 对 数字 编号 在 右 侧 。(c) 氢 键 的 详细 结构 。 给 出 
了 关键 氨基 酸 侧 链 和 碱 基 结构 以 及 它们 所 参与 形成 的 氢 键 。 (Source: Reprinted with permission from 
Jordan, S. R. and C. O. Pabo, Structure of the lambda complex at 2. 5 A resolution: Details of the repress- 
or-operator interactions. Science 242; 896, 1988. Copyright © 1988 AAAS. ) 


图 9.8b 是 同一 氨基 酸 /DNA 相互 作用 的 示意 
图 ， 但 更 容易 观察 到 氢 键 。 可 以 看 到 识别 螺旋 中 氨 
EMS DNA 结合 的 其 中 3 个 氢 键 ，Gln44 5 ARR 
叭 2 形成 2 个 氢 键 ，Ser45 SSR 4 形成 1 个 氢 
键 。 图 9. 8c 给 出 了 a, b 图 中 这 些 氢 键 的 详细 图 示 ， 
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Gln44 与 Gln33 BRA, Mi Gln33 又 与 2 号 碱 基 的 
磷酸 形成 氢 键 ， 这 是 一 个 氨 键 网 络 的 例子 ， 它 涉及 3 
个 或 更 多 实体 〈 如 氨基 酸 、 碱 基 或 DNA 骨架 )， 因 此 
Gln33 的 参与 十 分 重要 。 通 过 为 DNA 骨架 与 Gln44 
搭桥 ，Gln33 使 Gln44 及 识别 螺旋 上 的 其 他 部 分 处 于 


和 操纵 基因 作用 的 最 佳 位 置 。 因 此 ， 虽 然 Gln33 位 于 
螺旋 2 的 开始 处 而 不 在 识别 螺旋 上 ， 它 却 在 蛋白 质 - 
DNA 相互 作用 中 发 挥 重要 作用 。 为 进一步 强调 Gln33 
的 重要 性 ， 请 注意 在 434 噬菌体 阻 遇 物 的 相同 位 置 也 
有 这 个 氨基 酸 ， 并 且 与 434 操纵 基因 有 相同 的 作用 ， 
这 一 点 我 们 将 在 下 面 的 章节 中 看 到 。 

Ser45 碱 基 对 与 4 上 的 鸟 味 叭 碱 基 形 成 重要 氢 键 ， 
其 亚 甲 基 (CH2) 碱 基 对 与 5 上 胸腺 喀 啶 的 甲 基 相 互 
靠近 参与 丽水 作用 。 琉 水 作用 可 能 还 包括 Alat, 
及 非 极 性 基 团 如 申 基 和 亚 甲 基 ， 这 些 基 团 聚 在 一 起 躲 
避 水 溶液 的 极 性 环境 ， 就 像 油 滴 公 在 一 起 减少 与 水 接 
触 一 样 。 琉 水 性 的 字面 意思 是 “ 惧 水 ”。 

与 碱 基 形 成 氢 键 的 另外 两 个 氨基 酸 既 不 属于 识 
别 螺旋 也 不 属于 任何 螺旋 。Asn55 位 于 第 3 和 第 4 
螺旋 的 连接 处 ，Lys4 位 于 绕 DNA WHE. 在 这 里 
我 们 又 看 到 氢 键 网 络 的 例子 ， 它 们 不 仅 在 氨基 酸 与 
碱 基 间 形 成 ， 而 且 在 两 个 氨基 酸 间 也 有 。 图 9. 8c 非 
常 清楚 地 显示 了 两 个 氨基 酸 与 乌 嘎 叭 间 所 形成 的 氢 
键 以 及 氨基 酸 之 间 的 氢 键 。 这 种 氢 键 网 络 使 复合 体 
的 结构 更 加 稳定 。 

氨基 酸 /DNA 骨架 的 相互 作用 ”我们 已 经 看 到 
Gln33 与 DNA 骨架 〈 碱 基 对 1 和 2 之 间 的 磷酸 基 ) 
形成 气 键 的 例子 ， 但 这 只 是 半 位 点 中 的 5 个 相互 作 
用 之 一 。 图 9. 9 描述 了 半 位 点 处 的 相互 作用 ， 其 中 
包括 5 种 不 同 氨基 酸 的 作用 ， 但 只 有 一 个 氨基 酸 
(Asn52) 位 于 识别 螺旋 内 。 虚 线 代 表 多 肽 骨架 上 
NH 基 团 所 形成 的 氧 键 而 不 是 氨基 酸 侧 链 所 形成 的 。 

其 中 ，Gln33 的 NH 氢 键 令 人 感 兴趣 ， 它 为 螺 
旋 2 提供 所 有 的 电子 。 回 忆 第 3 章 介绍 的 蛋白 质 a 
螺旋 的 所 有 C—O 键 都 指向 一 个 方向 ， 由 于 每 个 
C 一 O 键 都 是 极 性 的 ， 在 氧 原子 上 带 部 分 负电 荷 ， 
在 碳 原子 上 带 部 分 正 电荷 。 螺 旋 的 氨基 末端 富 含 正 
电子 使 整个 螺旋 带 有 相当 强 的 极 性 ， 因 而 带 正 电 的 
螺旋 末端 会 自然 地 与 DNA 骨架 的 负电 荷 吸附 。 再 
回头 看 看 图 9. 9， 注 意 2 号 螺旋 未 端的 Gln33 直接 对 
应 DNA 骨架 ， 使 螺旋 末端 带 正 电 的 氨基 酸 与 DNA 
负电 荷 间 的 电荷 吸附 达到 最 大 ， 稳 定 Gln33 的 NH 
基 团 与 DNA 骨架 磷酸 基 团 间 的 氢 键 。 

参与 氨基 酸 侧 链 与 DNA 骨架 磷酸 基 团 间 的 其 
他 氢 键 还 有 Lys19、Asn52 与 磷酸 Ps 间 形 成 的 氢 
键 。Lys26 带 有 完全 电荷 ， 尽 管 与 DNA 骨架 相距 其 
远 不 能 直接 与 磷酸 基 团 结合 , 但 它 有 助 于 蛋白 质 - 
DNA 的 吸附 。 众 多 氨基 酸 /DNA 磷酸 间 的 结合 表 
明 ， 这 些 相互 作用 对 稳定 蛋白 质 -DNA 复合 体 起 重 
要 作用 。 图 9. 9 还 显示 Met 42 的 侧 链 可 能 与 Pe 和 
Pp 间 脱 氧 核 苷 酸 3 个 碳 原子 发 生疏 水 作用 。 

生化 及 遗传 数据 的 确认 “在 阻 过 物 - 操 纵 基 因 复 


图 9.9 氨基 酸 /DNA 骨架 的 相互 作用 。 显 示 入 阻 
过 物 的 螺旋 1 一 4 RHE SV MARR A 
(PA 一 PE)。 本 图 与 图 9. 8 EM. MT RW 
酸 的 侧 链 。 两 条 虚线 表示 肽 NH 基 团 与 磷酸 间 的 


氧 键 。 (Source; Adapted from Jordan S. R. and 
C.O. Pabo, Structure of the lambda complex at 
2.5 A resolution; Details of the repressor-operator 
interactions. Science 242; 897, 1988. ) 


合体 的 详细 结构 被 弄 清 楚 之 前 ， 生 化 和 遗传 实验 已 
对 某 些 阻 过 物 氨 基 酸 和 操纵 基因 碱 基 的 重要 性 做 出 
了 预测 ， 并 且 几 乎 所 有 实验 都 证 实 了 这 些 预 测 。 

第 一 ,将 操纵 基因 中 的 某 些 磷酸 基 乙 基 化 可 干 
PERM AVA. FIM (hydroxyl radical foot- 
printing) 实验 表明 这 些 磷酸 基 与 阻 过 物 结合 有 关 。 
现在 已 知 这 些 相同 的 磷酸 基 〈 每 半 位 点 5 个 ) 在 共 
结晶 中 与 阻 巡 物 的 氨基 酸 有 重要 联系 。 

第 二 ， 甲 基 化 保护 实验 预测 DNA 大 沟 中 某 些 
鸟 叮 聆 与 阻 过 物 有 紧密 联系 。 晶 体 结构 表明 这 些 鸟 
味 叭 确实 与 阻 过 物 的 结合 有 关 。 大 沟 鸟 嘎 哈 〈G8') 
在 阻 遇 物 结合 时 对 甲 基 化 较 敏 感 ， 它 在 共 结晶 中 有 
特殊 的 构象 ， 碱 基 对 8 "水 平 轴 上 的 扭曲 比 其 他 碱 基 
严重 ， 与 其 他 碱 基 间 的 距离 变 宽 。 这 种 特殊 构象 使 
8 ' 鸟 味 叭 更 易 受 甲 基 化 试剂 DMS 的 攻击 。 在 以 前 的 
实验 中 发 现 过 腺 嗓 叭 被 甲 基 化 现象 ， 这 一 结果 是 合 
理 的 ， 因 为 腺 嘎 叭 的 甲 基 化 发 生 在 位 于 小 沟 的 N3 
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上 ， 而 阻 坎 物 与 操纵 基因 的 结合 不 在 小 沟 ， 所 以 阻 
BHR ERPE REP HE. 

第 三 ，DNA 测序 结果 表明 在 操纵 基因 Os 和 O 
的 所 有 12 个 半 位 点 中 ，2 位 的 AT 和 4 位 的 G-C 都 
是 保守 的 ， 晶 体 结构 揭示 它们 都 参与 和 阻 如 物 的 重 
要 结合 ， 所 以 非常 保守 。 

第 四 ， 遗 传 学 结果 表明 ， 突 变 某 些 氨基 酸 可 使 
阻 遇 物 与 操纵 基因 间 的 相互 作用 不 再 稳定 ， 而 改变 
其 他 氨基 酸 却 能 加 强 二 者 的 结合 。 共 结晶 结构 可 显 
示 所 有 这 些 突变 的 结果 。Lys4 和 Tyr22 突变 对 结合 
的 破坏 最 大 ， 我 们 现在 知道 它们 与 操纵 基因 有 很 强 
的 结合 ，Lys4 与 6 (OEMS (LAB Asn55)、Tyr22 
与 PA 结合 。 赖 氨 酸 替代 Glu34 可 能 是 正 向 突变 ， 在 
晶体 结构 中 没有 发 现 Glu34 参与 任何 与 操纵 基因 形 
成 的 重要 键 ， 但 该 位 点 的 赖 氨 酸 可 旋转 于 Pa 前 形 
成 盐 桥 ， 增 强 蛋 白质 与 DNA 的 结合 。 这 个 盐 桥 包 
含 赖 氨 酸 。 基 团 的 正 电荷 和 磷酸 基 团 的 负电 荷 。 

小 结 ， 入 阻 遏 物 片 段 与 操纵 基因 片段 的 共 结 
晶 结构 揭示 了 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 细节 情 
况 ， 出 现在 DNA 大 沟 的 氨基 酸 与 DNA 碱 基 和 
DNA WAE A SE EO EHAR, 通过 两 
个 氨基 酸 与 两 个 或 更 多 DNA 位 点 结合 所 形成 的 
氢 键 网 可 以 稳定 一 些 氢 键 。 基 于 共 结 曲 结 构 推 出 
的 结构 与 生化 和 遗传 实验 结果 完全 一 致 。 
434 噬菌体 阻 过 物 -操纵 基因 相互 
作用 的 高 分 辩 率 分 析 

Harrison, Ptashne 小 组 利用 X 射线 晶体 学 方法 
进行 了 434 噬菌体 阻 过 物 -操纵 基因 相互 作用 的 详细 
分 析 。 与 入 共 结 晶 一 样 ， 他 们 采用 的 晶体 不 是 全 长 
阻 遇 物 和 操纵 基因 ， 而 是 包含 作用 位 点 的 阻 歇 物 和 
操纵 基因 的 部 分 片段 。 以 阻 过 物 蛋白 的 前 69 个 氨基 
酸 多 肽 蔡 代 阻 过 物 ， 其 中 包含 螺旋 -转角 -螺旋 的 
DNA 结合 基 序 。 操 纵 基因 是 人 工 合成 的 含有 阻 遏 物 
结合 位 点 的 14bp DNA 片段 (图 9.10)。 理 论 上 这 
两 个 片段 可 以 像 完整 分 子 那样 结合 ， 并 且 复 合体 相 
对 容易 结晶 。 这 项 工作 提供 了 早期 X 射线 晶体 在 完 
整 阻 过 物 -操纵 基因 研究 中 得 不 到 的 重要 信息 。 

与 碱 基 对 的 作用 ”图 9. 10 总 结 了 位 于 434 Be 
物 识别 螺旋 〈a3) 的 Gln28、Gln29、Gln33 侧 链 与 
碱 基 的 相互 作用 。 从 图 9. 10 的 底 端 开始 ， 注 意 
Gln28 的 Oe, Ne 与 1 位 腺 味 叭 的 N6、N7 间 有 两 个 
可 能 的 氧 键 (虚线 )。 可 见 Gln29 的 Oe 与 Gln29 在 
蛋白 质 骨 架 上 的 NH 基 团 间 的 氢 键 ， 使 其 Ne 直接 
指向 操纵 基因 2 位 鸟 哇 哈 上 的 06， 形 成 氨基 酸 与 碱 
基 间 的 氢 键 。 还 应 注意 ，Gln29 的 Ca 和 Cy 与 3 位 碱 
基 对 胸腺 喀 啶 的 5- 甲 基 之 间 的 范 德 华 力 〈 同 心 弓 形 ) 。 
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图 9.10 识别 螺旋 氨基 酸 侧 链 与 434 操纵 基 
因 半 位 点 相互 作用 的 详细 模型 。 氢 键 用 虚线 
表示 。Gln29 侧 链 及 与 3 位 腺 味 叭 配对 的 胸 
腺 喀 啶 5- 甲 基 之 间 的 范 德 华 力 相互 作用 以 同 
AMAR. (Source; Adapted from Ander- 
son, J.E., M. Ptashne, and S.C. Harrison, 
Structure of the repressor-operator complex of 
bacteriophage 434. Nature 326: 850, 1987. ) 


这 种 范 德 华 力 可 初步 解释 如 下 ， 尽管 所 有 参与 基 团 都 
是 非 极 性 的 ,但 在 任意 给 定 瞬间 由 于 其 电子 云 的 随机 
波动 使 基 团 产生 瞬时 极 性 ， 导 臻 其 相 邻 基 团 产 生 相 反 
的 极 性 ， 结 果 相 邻 两 基 团 间 产 生 互 相 吸 引 。 


小 结 434 噬菌体 阻 过 物 片段 与 操纵 基因 片段 
复合 体 的 X 射线 晶体 结构 表明 在 氨基 酸 与 DNA 骨 
架 的 磷酸 基 团 间 有 相互 作用 形成 氢 键 。 该 晶体 模 
型 也 表明 在 蛋白 质 的 识别 螺旋 中 ，3 个 谷 氨 酰胺 残 

与 3 个 碱 基 对 间 有 和 氢 键 生成 ， 其 中 一 个 谷 伺 酰 
胺 与 碱 基 由 一 个 潜在 的 范 德 华 力 连 接 。 


DNA 构象 的 影响 ”我 们 已 经 讨论 过 ， 阻 遇 物 与 
DNA 骨架 的 结合 需要 DNA 双 螺 旋 稍 微 变 曲 一 下 。 
由 Harrison, Ptashne 及 同事 进行 的 高 分 别 率 晶 体 学 
研究 显示 ， 在 DNA- 蛋 白质 复合 体 中 DNA 确实 是 弯 
曲 的 (图 9. 11) 。 但 我 们 仍 不 知道 DNA 是 事先 弯曲 
的 还 是 由 于 阻 遏 物 结合 后 诱导 的 。 在 这 两 种 情况 下 ， 
操纵 基因 的 碱 基 序列 都 有 助 于 这 种 弯曲 。 就 是 说 ， 
有 些 DNA 序 列 在 一 定 的 方式 下 更 容易 弯曲 ，434 操 
纵 基 因 序 列 最 利于 这 种 弯曲 以 适应 与 阻 遏 物 的 结合 。 
在 本 章 后 面 我 们 将 详细 讨论 这 一 普遍 现象 。 

操纵 基因 DNA 构象 的 另 一 个 显著 特征 是 两 个 
半 位 点 在 7、8 位 碱 基 对 间 的 双 螺 旋 被 压缩 为 39"， 
比 正 常 的 36" 多 了 3"。 在 图 9. 11b 中 可 以 看 到 这 种 影 
响 ， 注 意图 中 部 的 小 沟 狭窄 ， 而 两 边 的 大 沟 比 正常 
的 要 宽 ， 以 补偿 这 段 DNA 的 不 完全 扭曲 。 同样， 
该 处 的 碱 基 序列 最 适合 这 种 构象 。 


(a) (b) 


(c) 


图 9.11 阻 歇 物 -操纵 基因 复合 体 中 DNA 弯曲 的 计 
算 机 空间 填充 模型 。(a) 标准 的 B 型 DNA; (b) H 
过 物 -操纵 基因 复合 体 中 含 20mer 片段 的 操纵 基因 形 
状 ， 去 除了 阻 过 物 ; 〈c) 阻 过 物 -操纵 基因 复合 体形 
状 ， 阳 过 物 为 橙色 。 注 意 DNA 是 如 何 适应 蛋白 质 
的 形状 促进 两 者 紧密 结合 的 ， 可 见 Agr43 侧 链 伸 人 
模型 中 部 DNA 的 小 沟 。 (Source: Aggarwal et al. , 
Recognition of a DNA operator by the repressor of 
phage 434; A view at high resolution. Science 242 (11 
Nov 1988) 人 3b, f. 3c, p.902. © AAAS ) 


小 结 部 分 434 MATR ASB SR Dy BRA I BS A 
的 X 射线 晶体 分 析 表 明 ，DNA 的 形状 发 生 了 明显 变 
化 。 它 要 有 一 定 程度 的 弯曲 以 适应 碱 基 / 氨 基 酸 相互 
作用 的 需要 。 此 外 ， 在 两 个 半 位 点 之 间 、 螺 旋 中 部 
缠绕 得 较 紧 ， 而 其 两 端 则 比 正常 的 松 。 操 纵 基因 的 
碱 基 序列 有 利于 这 种 形状 变化 。 

本 模型 的 遗传 学 验证 ”正如 我 们 已 经 看 到 的 如 
果 阻 遇 物 与 操纵 基因 间 的 结合 很 重要 ， 那 么 突变 相 
关 的 氨基 酸 或 碱 基 应 当 能 降低 或 破坏 DNA- 蛋 白质 
结合 ， 或 者 还 可 以 突变 操纵 基因 使 其 不 能 配合 阻 直 
物 ， 然 后 再 做 补偿 突变 恢复 其 结合 。 同 样 ， 如 果 操 
纵 基因 的 特殊 形状 很 重要 ， 那 么 突变 使 其 不 能 形成 
这 种 形状 也 应 当 降低 或 破坏 结合 。 我 们 将 看 到 ， 这 
些 推测 都 得 到 了 证 实 。 

为 了 验证 Gln28 和 Al 间 相 互 作用 的 重要 性 ， 
Ptashne 小 组 将 A 突变 为 T， 期 望 破坏 阻 遏 物 对 操纵 
基因 的 结合 ， 但 该 突变 又 可 以 被 阻 过 物 28 位 Gln 到 
Ala 的 突变 所 抑制 。 图 9. 10 对 此 做 了 可 能 的 解释 : 
Gln28 与 Al 的 两 个 氧 键 可 被 Ala28 与 T1 甲 基 间 的 范 
德 华 力 所 取 代 。 这 种 范 德 华 力 的 重要 性 通过 不 含 申 基 
的 尿 喀 啶 或 含 甲 基 的 5- 甲 基 胞 喀 啶 (5MeC) 取代 TI 
得 以 加 强 。 这 种 U 取代 的 操纵 基因 不 能 结合 含 Ala28 
的 阻 遏 物 ， 但 可 结合 5MeC- 取 代 的 操纵 基因 。 因 此 ， 
甲 基 基 团 对 于 突变 体 阻 过 物 结合 突变 体操 纵 基因 十 分 
重要 ， 这 与 基于 范 德 华 力 所 做 的 推测 一 致 。 

我 们 很 怀疑 碱 基 对 7、8 间 的 DNA 超 扭曲 
《overwinding) 对 阻 吏 物 -操纵 基因 相互 作用 很 重要 。 


如 果 是 这 样 ， 那 么 用 G-C 或 C-G 碱 基 对 替换 6 一 9 
位 的 A-T IÈ T-A 应 该 能 降低 阻 过 物 -操纵 基因 的 结 
A. 因为 GC 碱 基 对 不 能 像 A-T 碱 基 对 那样 使 
DNA 超 扭曲 。 正 如 所 预测 的 ， 阻 过 物 不 能 很 好 地 结 
合 6 一 9 位 的 GC CG 操纵 基因 。 虽 然 这 不 证 明 
超 扭曲 存在 ， 但 与 超 扭曲 的 假设 一 致 
小 结 ”由 X 射 线 晶 体 学 所 预测 的 434 i 
了 查 歇 物 和 操纵 基因 间 的 相互 作用 可 以 被 遗传 学 分 
析 所 证 实 。 与 结合 有 关 的 氨基 酸 或 碱 基 改 变 之 
后 ， 阻 遏 物 -操纵 基 因 的 结合 受阻 ,此 外 ， 当 
DNA 发 生 突变 导致 其 形状 与 阻 过 物 -操纵 基因 复 
合体 预期 的 不 同时 ， 结 合 也 会 被 抑制 。 


trp BAIS 


9.2 


trp BiB DFE Ts — AAR E-F $8 - MRE DNA 
结合 基 序 的 蛋白 质 。 回 想 第 7 EH J A BE HE 
白 (没有 色 氨 酸 辅 阻 过 物 的 蛋白 ) 是 非 活 性 的 。 
Paul Sigle 用 trp 阻 过 物 和 阻 过 物 蛋 白 的 X 射线 晶体 
学 研究 发 现 了 色 氨 酸 所 造成 的 微小 但 很 重要 的 差异 ， 
这 一 研究 阐明 了 trp 阻 过 物 与 其 操纵 基因 的 作用 
方式 。 
色 氨 酸 的 作用 


这 里 有 一 张 色 氨 酸 影响 阻 现 物 形状 的 图 示 。 将 
色 氨 酸 加 入 阻 过 物 蛋 白 晶体 后 ， 晶 体 破碎 了 ! 当 色 
AURA BLE AE GR et, BOE T E HE 
的 构 型 而 破坏 支撑 唱 格 的 结合 力 。 

这 产生 了 一 个 明显 的 问题 ， 当 色 和 氮 酸 结合 阻 过 
物 蛋 白 时 ， 什 么 在 移动 ? 为 了 得 到 答案 ,观察 图 
9. 12 所 示 的 阻 过 物 会 有 所 帮助 。 该 蛋白 质 实际 上 是 
两 个 相同 亚 基 构成 的 二 聚 体 ， 两 个 亚 基 形 成 三 域 结 
#9 (three-domain structure) 。 每 个 单 体 的 中 心 域 或 
“平台 ”由 其 A、B、C、F 螺旋 组 成 , 位 于 DNA 的 
右 侧 ， 离 开 DNA。 另 外 两 个 结构 域 在 DNA 的 近 左 
侧 ， 由 每 个 单 体 的 D、E 螺旋 组 成 。 

现在 回 到 我 们 的 问题 ， 加 入 色 氨 酸 后 ， 什 么 东西 
发 生 了 移动 ? 很 明显 ， 平 台 保持 稳定 ， 而 另 两 个 结构 
域 发 生 倾斜 ， 如 图 9. 12 所 示 。 每 个 单 体 的 识别 螺旋 是 
下 螺旋 ， 当 色 氨 酸 结合 后 其 位 置 发 生 明 显 移动 。 在 顶 
端 单 体 中 ， 正 螺旋 从 下 向 上 稍 做 移动 ， 进 入 操纵 基因 
大 沟 内 ， 在 该 位 置 上 与 DNA 完美 结合 (或 “阅读 ”) 。 

Sigler 称 这 些 DNA 阅读 基 序 (DNA-reading 
motif) HEJA (reading head)， 把 它们 比 作 磁带 
录音 机 中 的 阅读 头 或 计算 机 磁盘 的 驱动 磁头 。 计 算 
机 的 阅读 头 可 处 于 两 种 位 置 ， 加 载 读 盘 或 离开 磁盘 。 
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(b) 


图 9.12 trp FA RAS trp 操纵 基因 匹配 的 比较 。(a) 立体 图 。 两 个 单 体 的 螺旋 -转角 -螺旋 
基 序 在 阻 过 物 〈 透 明 的 ) 及 阻 遇 物 蛋白 〈 暗 的 ) 中 应 处 的 位 置 。 阻 遇 物 中 色 氨 酸 的 位 置 用 黑 折 线 表 示 。 
注意 阻 过 物 蛋 白 识别 螺旋 螺旋 E) 偏离 插 人 大 沟 的 最 佳 位 置 。 这 两 个 基本 上 相同 的 草图 构成 空间 透视 
便于 立体 观察 。 可 用 立体 镜 获得 三 维 效果 ， 或 将 其 举 到 面前 1 一 2ft 处 ， 以 这 个 距离 盯 着 ， 眼 睛 放松 ， 就 
可 以 看 见 “魔术 眼 ”图 片 。 几 秒 钟 后 ， 两 个 图 在 中 央 汇 合成 一 个 三 维 图 。 这 种 立体 观察 能 很 好 地 欣赏 识 
别 序列 与 DNA 大 沟 的 配合 ， 但 是 如 果 只 看 其 中 一 个 图 就 得 不 到 立体 效果 。 Cb) ERREA (£) 
和 阻 过 物 右 ， 识 别 序列 红色 ) 相对 于 DNA 大 沟 位 置 的 简化 图 。 注 意 阻 多 物 识别 螺旋 指向 并 直接 进 
人 大 沟 ， 而 阻 过 物 蛋 白 识别 螺旋 的 指向 偏 下 。 虚 线 指示 识别 螺旋 的 插入 角度 。 


trp 阻 站 物 以 同样 方式 工作 。 色 氨 酸 存在 时 ， 它 将 自 
己 插 入 平台 与 各 阅读 头 之 间 ， 使 阅读 头 处 于 匹配 操纵 
基因 大 沟 的 最 适 位 置 ， 如 图 9.12 所 示 。 当 色 氨 酸 从 
阻 过 物 蛋 白 上 解 离 后 ， 所 留 下 的 空 阶 允 许 阅 读 头 离 开 
大 沟 返回 中 心平 台 ， 离 开 与 操纵 基因 匹配 的 位 置 。 

图 9. 13a 显示 色 氨 酸 在 阻 过 物 上 与 周围 分 子 的 
关系 。 几 乎 所 有 可 类 比 的 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 的 玖 
水 口袋 都 被 一 个 朴 水 氨基 酸 〈 有 时 是 色 氨 酸 ) 的 侧 
链 所 占据 ， 如 入 阻 过 物 、Cro、CAP。 在 这 些 蛋白 质 
中 ,疏水 氨基 酸 是 蛋白 链 的 一 部 分 , 不 像 在 trp 阻 
过 物 中 是 自由 氨基 酸 。Sigler 将 Arg84 和 Arg85 间 
色 氨 酸 的 排列 方式 比 作 意 大 利 面 肠 三 明治 ， 其 中 色 
氨 酸 是 意大利 面 肠 。 将 其 移 走 后 如 图 9. 13b 所 示 ， 
两 个 精 氨 酸 就 像 三 明治 中 的 两 块 面包 那样 贴 在 一 起 
了 。 该 模型 也 适用 于 其 他 分 子 ， 由 于 Arg54 ti FHR 
物 二 聚 体 的 中 心平 台 上 ， 而 Arg84 位 于 阅读 头 的 结合 
面 上 ， 因 此 在 两 个 精 氨 酸 之 间 插 入 色 氨 酸 可 将 阅读 头 
推 离 平台 而 指向 操纵 基因 的 大 沟 〈 见 图 9.12), 

小 结 trp SUMS 6 Aa KE 
FREAD UUM AS ASEE erp 操纵 
基因 发 生 相互 作用 。 


9.3 ”对 蛋白 质 -DNA 相互 作用 的 
一 般 性 认识 


蛋白 质 与 特定 DNA 片段 结合 的 专 一 性 由 什么 
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决定 呢 ? 目前 所 看 到 的 例子 提示 有 两 种 答案 ，@ 碱 
基 与 氨基 酸 的 特异 性 相互 作用 ，@DNA 呈现 一 定 构 
型 的 能 力 ， 其 构 型 取决 于 碱 基 序列 。 这 两 种 可 能 性 
显然 互 不 排斥 ， 适 用 于 很 多 蛋白 质 -DNA 的 这 类 相 


互 作用 。 
@ Rk O pais 
CH、 CH、 AN CH、 CH ZN 
cr THY cH CH, 
mm o a 
ZN CH GD 
cH, cH, N 平台 


=> 
平台 
图 9.13 trp 阻击 物 的 色 氨 酸 结合 位 点 。(a) erp 
图 过 物 中 色 氨 酸 的 邻近 分 子 。 注 意 色 氨 酸 侧 链 
(红色 ) 上方 的 Arg84 和 下 方 的 Arg54。(b) 阻 遇 
物 蛋 白 没有 色 氨 酸 的 相同 区 域 。 注 意 精 氨 酸 已 经 
移 到 一 起 填补 色 氨 酸 缺 失 留 下 的 空缺 。 长 方形 中 
的 氨基 酸 在 阻 歇 物 蛋 白 的 一 个 亚 基 上 。 卵 圆 形 中 
的 氨基 酸 在 另 一 个 亚 基 上 。 


4 个 不 同 碱 基 对 的 氢 键 形成 能 力 


我 们 知道 ， 不同. DNA 结合 蛋白 依赖 于 对 
DNA 碱 基 的 不 同 程度 的 接触 。 就 它们 “阅读 ” 碱 
基 序 列 的 程度 而 言 ， 你 可 能 会 问 它们 读 什么 ? 毕 


竟 碱 基 对 不 是 向 开 的 ，DNA 结合 蛋白 必须 在 碱 基 
配对 条 件 下 感知 碱 基 的 差异 。 它 们 必须 通过 氢 键 
或 范 德 华 力 与 碱 基 对 产生 碱 基 特异 结合 base- 
specific contact) 。 我 们 来 查验 一 下 4 种 碱 基 对 的 氢 
键 势能 。 

来 看 图 9. 14a 的 DNA 双 螺 旋 ， 将 DNA 旋转 
90" 使 其 伸 出 纸 面 直接 指向 我 们 ， 就 可 以 看 到 双 螺旋 
轴 。 现 在 从 这 个 方向 来 看 一 个 碱 基 对 ， 如 图 9. 14b 
所 示 ， 大 沟 在 上 ， 小 沟 在 下 。DNA 结合 蛋白 穿 过 其 
中 一 个 沟 与 碱 基 对 发 生 作 用 。 这 样 可 在 沟 里 “看 见 ” 
4 个 可 能 的 外 形 ， 取 决 于 碱 基 对 是 T-A、A-T、C-G 
还 是 G-C。 

图 9. 14c 显示 来 自 大 小 沟 的 其 中 两 个 外 形 。 图 
9. 14d 总 结 了 和 蛋白质 在 两 沟 与 TA 和 CG 相遇 的 情 
况 。A 表示 氢 键 受 体 〔 氧 和 氮 原 子 )，D' 表 示 氢 键 
供 体 〈 氢 原子 ) GEA: URRAM A 表示 ， 供 
体 用 也 表示 )。 大 小 沟 分 别 位 于 水 平 线 之 上 和 之 
下 。 竖 线 的 长 度 表示 供 体 或 受 体 原子 从 螺旋 轴 伸 向 
DNA 沟 外 的 相对 距离 。 可 以 看 到 T-A 和 C-G 碱 基 
对 表现 出 非常 不 同 的 图 谱 ， 尤 其 是 在 大 沟 里 。 喀 
啶 -时 叭 碱 基 对 与 味 叭 - 喀 喧 碱 基 对 的 差别 在 这 里 更 
明显 。 

这 些 氢 键 图 谱 表示 了 氨基 酸 与 碱 基 对 的 直接 作 
用 。 当 然 也 存在 别 的 可 能 性 ， 氨 基 酸 还 可 通过 形成 
和 揽 键 或 盐 键 “阅读 ”DNA 骨架 构 型 。 

小 结 4 个 不 同 碱 基 对 显示 了 氨基 酸 进入 
DNA 大 、 人 小 沟 的 + 种 不 同 氢 键 生成 模式 。 


多 聚 DNA 结合 蛋白 的 重要 性 


Robert Schleif 注意 到 DNA 结合 蛋白 的 靶 位 点 
通常 是 对 称 或 重复 的 ， 因 而 可 以 跟 一 个 以 上 亚 基 组 
成 的 多 诊 体 蛋白 发 生 作用 。 大 多 数 DNA 结合 蛋白 
都 是 二 聚 体 〈 有 的 甚至 是 四 聚 体 )， 由 此 极 大 地 增强 
了 DNA 与 蛋白 质 的 结合 ， 因 为 蛋白 质 的 两 个 亚 基 
可 协同 性 地 结合 。 在 结合 位 点 只 要 有 一 个 亚 基 就 自 
然 增加 另 一 个 亚 基 的 浓度 ， 这 种 浓度 的 迅速 增加 非 
常 重要 ， 因 为 细胞 内 DNA 结合 蛋白 的 量 通常 很 少 。 

研究 二 聚 体 DNA 结合 蛋白 优点 的 另 一 个 方法 
RHM (entropy) HBR. HRI 
BK. SUT EE) HRR RIE RAS 
时 间 而 自然 地 增加 时 ， 可 能 不 会 奇怪 。 想 想 自己 的 
房间 无 序 时 所 发 生 的 情况 ， 会 对 炳 的 概念 有 更 好 的 
理解 。 无 序 状态 会 随 着 时 间 增 加 ， 直 到 你 花费 能 量 
去 收拾 。 因 此 将 无 序 变 为 有 序 或 者 降低 系统 的 焙 值 
需 消耗 能 最 。 

DNA- 蛋 白质 复合 体 比 其 相互 独立 的 单个 分 子 
EAA, Alt, MEME RRR TH. P 


(b) 横 切 面 观 


小 沟 小 沟 


图 9.14 DNA 大 小 沟 内 碱 基 对 的 外 观 。 (a) 标 
准 BDNA， 两 个 骨架 分 别 为 红色 和 蓝 色 ， 碱 基 
对 为 黄色 。 (b) 相同 DNA 分 子 的 俯视 图 注意 
Spy CP) 相 比 大 沟 CE) 开口 更 大 。(c) 两 
个 碱 基 对 的 结构 式 。 还 是 大 沟 在 上 ， 小 沟 在 下 。 
Cd) 大 小 沟 内 毛 键 受 体 CAD 和 供 体 CD) 位 置 
的 线 状 图 。 例 如 ， 从 左 向 右 T-A 对 的 大 沟 有 一 个 
ZE CARR BK AY N-7) 一 个 供 体 CAR OE A) 
NH2)， 再 一 个 受 体 CAR MEME A) C—O), HEHE 
线 的 交汇 点 表示 这 些 基 团 的 相对 水 平 位 置 。 竖 线 
的 长 度 表示 垂直 位 置 。 两 个 碱 基 对 在 大 小 沟 内 受 
体 和 供 体 的 组 合 方式 不 同 , 因此 外 部 蛋白 进入 时 
可 识别 。 将 图 左右 翻转 可 见 A-T 和 G-C 仍 呈 不 同 
HR. (Source: Adapted from R. Schleif, DNA 
binding by proteins. Science 241: 1182-3, 1988.) 


PAE A WIE A. IRRE. 1 
是 如 果 两 个 蛋白 亚 基 已 经 在 二 聚 体 中 结合 ， 那 么 调 
整 其 中 一 个 与 DNA 的 结合 ， 会 自动 调整 另 一 个 的 
结合 ， 因 此 灶 值 变化 比 单独 结合 中 少 得 多 ， 所 需 能 
量 也 少 。 从 DNA- 蛋 白质 复合 体 的 角度 看 ， 从 DNA 
释放 蛋白 二 聚 体 的 炳 值 与 释放 两 个 独立 的 结合 蛋白 
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WOR. ST RAE A Al DNA 结合 得 更 
紧密 。 

Ma. BR DNA 结合 蛋白 对 DN 太 结合 位 点 
的 亲 和 性 高 于 独立 结合 的 多 聚 单 体 蛋白 = 


9.4 DNA 结合 蛋白 : 远程 作用 


到 目前 为 止 ， 我 们 主要 研究 了 DNA 结合 蛋 
白 控 制 其 附近 事件 的 发 生 。 例 如 ，iac 阻 遏 物 结合 
到 操纵 基因 上 ,干扰 邻近 DNA 位 点 的 RNA 聚合 
酶 活性 。 又 例如 ， 和 阻 遇 物 刺激 RNA 聚合 酶 结合 
到 邻近 位 点 上 。 然 而 DNA 结合 蛋白 还 可 以 影响 
远程 位 点 上 二 者 的 相互 作用 。 这 种 现象 在 真 核 生 
物 中 很 普遍 ， 在 原核 生物 中 也 有 几 个 例子 。 


Gal 操纵 子 


1983 年 S Adhya 与 同事 报道 了 一 个 意外 发 现 ， 
BNE. coli 的 gal 操纵 子 〈 编 码 半 乳糖 代谢 所 需 的 酶 ) 
有 两 个 相隔 97bp 的 不 同 操纵 基因 。 其 中 一 个 邻接 
gal 启动 子 位 于 预期 的 操纵 基因 的 位 置 ， 称 作 Oe 
(表示 “外 部 的 ”操纵 基因 )。 另 一 个 称 为 O，( 表 示 
“内 部 的 ”操纵 基因 )， 位 于 第 一 个 结构 基因 galE 之 
A. O 是 通过 遗传 学 研究 发 现 的 ， 即 在 galE 基因 
而 不 是 Or 定位 到 OF 突变 体 。 对 这 种 分 开 的 两 个 操 
纵 基因 功能 的 一 种 解释 是 ， 它 们 都 与 阻 过 物 结合 ， 
而 两 个 阻 过 物 则 通过 DNA FRAY Clooping out) 发 生 
相互 作用 ， 如 图 9. 15 所 示 。 我 们 在 第 7 章 已 看 到 
ara 操纵 子 就 是 采用 这 种 作用 机 制 的 。 


galE 


图 9.15 gal 操纵 子 的 阻 抑 作 用 。gal RATA 
两 个 操纵 基因 〈 红 色 )。 外 部 的 《OF) 邻接 启动 
F GRE), ABM (O) 位 于 galE ÆA ( 黄 
色 ) 之 内 。 阻 晕 物 分 子 〈 蓝 色 ) 结合 到 两 个 操纵 
基因 上 ， 通 过 成 环 外 凸 中 间 的 DNA 发 生 相互 
作用 。 
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重复 的 入 操纵 基因 


刚才 对 gal 操纵 子 的 简要 介绍 显示 蛋白 质 在 大 
约 100bp 远 的 距离 上 可 相互 作用 ,但 是 没有 给 出 直 
接 证 据 。Ptashne 及 同事 用 人 工 体系 获得 了 直接 证 
据 。 该 系统 是 我 们 熟悉 的 和 操纵 基因 - 阻 过 物 组 合 ， 
但 是 人 为 地 将 相 邻 的 两 个 操纵 基因 按 不 同 距离 隔 开 
T. 正常 情况 下 ， 当 两 个 操纵 基因 Orl 和 Or2 相 邻 
时 ， 阻 遏 物 二 聚 体 协同 性 地 与 它们 结合 。 问 题 是 当 
两 个 操纵 基因 分 开 后 ， 阻 遏 物 二 聚 体 还 能 协同 地 与 
它们 结合 吗 ? 答案 是 肯定 的 ， 只 要 两 个 操纵 基因 位 
于 DNA 双 螺 旋 的 同一 侧 就 可 以 。 这 一 发 现 支持 了 
BGR gal 操纵 基因 的 结合 由 DNA 环 介 导 的 
假设 。 

Ptashne 小 组 用 DNase 足迹 和 电子 显微镜 观察 
证 明了 隔 开 的 启动 子 上 阻 过 物 的 协同 结合 。 如 果 
对 两 个 独自 结合 相隔 较 远 DNA 位 点 的 蛋白 质 进行 
DNase 足迹 实验 ， 可 以 看 到 两 个 独立 的 足迹 。 如 果 
对 通过 DNA 成 环 协同 结合 相隔 较 远 DNA 位 点 的 两 
个 蛋白 质 进行 足迹 实验 ， 同 样 可 以 看 到 两 个 独立 的 
足迹 ， 但 还 能 看 到 另外 一 个 有 趣 现象 ， 即 对 DNase 
先是 不 敏感 然后 是 超人 敏感 的 交替 重复 图 案 。 对 这 一 
现象 可 用 图 9. 16 解释 ， 当 DNA 成 环 外 凸 时 ， 内 侧 
的 碱 基 对 被 压 紧 ， 相 对 地 可 免 受 DNase 的 破坏 ， 而 
环 外 侧 的 碱 基 对 则 比 正常 情况 要 伸展 ， 对 DNA 酶 
变 得 更 敏感 。 随 着 DNA 双 螺 旋 延 伸 ， 这 种 模式 就 
交替 重复 出 现 。 

利用 这 种 方法 分 析 协 同性 ，Ptashne 他 们 对 结合 
有 DNA 的 阻 遇 物 做 了 DNA 酶 足迹 实验 ， 实 验 中 的 
两 个 操纵 基因 被 整数 或 非 整数 的 双 螺 旋 数 所 分 开 。 
图 9. 17a 显示 两 个 操纵 基因 被 隔 开 63bp《〈 几 乎 刚好 
是 6 个 螺旋 ) 时 阻 遇 物 协同 结合 的 例子 ， 可 以 看 到 
在 两 个 结合 位 点 间 对 DNA 酶 敏感 性 高 低 变化 交替 
重复 . E9. 17b 是 非 协同 结合 的 结果 ， 两 个 操纵 基 
因 被 58bp《〈 刚 好 5. 5 个 螺旋 ) 所 分 开 ， 没 有 看 到 对 
DNase 敏感 性 的 交替 变化 。 

他 们 又 对 阻 遏 物 -操纵 基因 复合 体 进行 电子 显 
微 镜 观察 ， 看 阻 遏 物 中 结合 的 DNA 是 否 真 的 成 环 
外 凸 了 ， 其 中 的 操纵 基因 被 整数 或 非 整数 螺旋 所 隔 
开 。 图 9. 18 的 结果 显示 DNA 弯曲 很 严重 ， 成 环 外 
凸 正在 发 生 。 但 在 非 整数 螺旋 所 隔 开 的 操纵 基因 中 
没有 看 到 DNA 弯曲 ， 这 些 DNA 很 难 成 环 外 凸 。 
这 些 实验 清楚 地 证 明 当 两 个 DNA 位 点 被 整数 螺旋 
隔 开 时 ， 通 过 位 点 间 DNA 的 成 环 外 凸 而 使 蛋白 质 
协同 结合 。 


(a) 


图 9.16 DNA 成 环 对 DNase 敏感 性 的 影响 。(a) 简化 的 示意 图 。 双 螺旋 简化 为 铁轨 形式 ， 骨 架 为 
红色 和 蓝 色 ， 碱 基 对 为 橙色 。 当 DNA 恋 曲 时 ， 内 侧 链 被 压 紧 ， 限 制 了 DNase 的 进入 ， 而 外 侧 链 
被 拉 开 ， 易 受 DNase 攻击 。(b) 在 真实 双 螺 旋 中 ， 两 条 链 在 内 外 侧 交 蔡 出 现 。DNA 结合 蛋白 二 聚 
体 KAER) 在 两 个 分 开 的 位 点 上 相互 作用 ， 使 中 间 的 DNA 成 环 外 上 西 ， 使 环 外 侧 的 
DNA 伸展 ， 易 受 DNasel 攻击 〈 十 标 出 )， 而 环 内 侧 DNA 被 压缩 ， 阻 碍 DNasel 攻击 (一 标 出 )。 
结果 出 现 了 成 环 区 对 DNasel 敏感 性 较 高 和 较 低 的 交替 方式 .这 里 只 考虑 了 一 条 链 (红色 )， 对 另 
一 条 链 也 同样 适用 。(Source; (b) Adapted from Hochschild A. and M. Ptashne, Cooperative bind- 
ing of lambda repressors to sites separated by integral turns of the DNA helix. Cell 44; 685, 1986, ) 
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图 9.17 双 操 纵 基因 位 点 的 DNase 足迹 。 
(a) 协同 结合 。 两 个 操纵 基因 几乎 刚好 相距 
6 个 双 螺 旋 (63bp)， 加 入 的 阻 过 物 的 浓度 增 
加 时 ，DNasel 在 两 个 足迹 间 强 弱 交 替 切 割 。 
实心 箭头 表示 强 的 ， 空 心 箭头 表示 弱 的 。 由 
此 提示 阻 遇 物 结合 的 两 个 操纵 基因 间 DNA 
成 环 。(b) 非 协同 结合 。 两 个 操纵 基因 被 非 
整数 双 螺 旋 (58bp 或 5. 5 RA) 所 隔 开 。 阻 过 
物 结合 时 ， 对 DNase 的 敏感 性 未 表现 强 弱 交 
震 ， 因 此 两 个 阻 过 物 分 别 独立 地 结合 在 操纵 
基因 上 ， 没 有 DNA 成 环 。 每 个 泳 道 底部 的 
数字 是 加 入 的 阻 巡 物 单 体 的 浓度 ，1 是 
13. 5nmol/L，2 是 27nmol/L 等 。 (Source: 
Adapted from Hochschild, A. and M. Ptas- 
hne, Cooperative binding of lambda repress- 
ors to sites separated by integral turns of the 
DNA helix. Cell 44 (14 Mar 1986) f. 3a&4, 
p- 683. ) 
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图 9.18 结合 于 双 操 纵 基因 的 入 阻 遇 物 的 电镜 照片 。 (a) 三 个 DNA 分 子 的 双 操纵 基因 排列 。 图 I， 
两 个 操纵 基因 在 DNA 一 端 相 距 5 个 螺旋 转角 ， 图 I, 在 DNA 一 端 相距 4. 6 个 螺旋 转角 ; 图 IH, 在 
DNA 中 间 相 上 5 个 螺旋 转角 箭头 指示 每 种 情况 下 由 于 阻 过 物 与 两 个 操纵 基因 的 协同 性 结合 所 应 产 
生 的 DNA 环 的 形状 。 在 图 芝 不 应 有 环 产生 ， 因 为 间隔 的 螺旋 数 是 非 整数 ， 阻 过 物 结合 在 DNA 双 链 
的 两 个 相反 面 。(b) 蛋白 质 -DNA 复合 物 的 电镜 照片 。 所 用 DNA 的 类 型 在 每 张 图 的 左上 角 标 出 。 复 
合 物 确实 具有 图 (a) 所 示 形 状 。 (Source: (a) Griffith et al., DNA loops induced by cooperative 
binding of lambda repressor. Nature 322 (21 Aug 1986) £.2, p.751. © Macmillan Magazines Ltd. ) 


小 结 ， 当 两 个 》 操纵 基因 被 整数 絮 旋 隔 开 。 “增强 子 
K 
时 ， 其 间 的 DNA RIRA, FEE eB Le 增强 子 是 非 启动 子 DNA N, SRA 


当 换 纵 基因 被 非 整 数 曝 旋 隔 开 时 ， 蛋 白质 只 能 结 ‘4 = 
合 到 DNA 双 螺 旋 的 对 面 ， 所 以 不 能 发 生 协 同 结子 结合 激活 转录 。 根 所 定义， 增强 子 可 以 远程 发 挥 
作用 。1981 年 以 来 ， 已 在 真 核 生物 中 确认 这 一 元 


件 ， 我 们 将 在 第 12 章 中 详 述 。 最 近 ， 增 强 子 在 原核 


+ 212 。 


生物 中 也 被 发 现 了 。1989 年 Popham 及 同事 描述 了 
一 种 增强 子 ， 它 能 帮助 E coli 中 辅助 性 o 因子 
Co) 所 识别 的 基因 的 转录 。 我 们 在 第 8 章 中 提 过 
这 个 因子 ， 它 是 个 o 因子 ， 也 称 为 内 ， 在 氨 源 缺乏 
时 发 挥 作用 ， 可 以 从 另 一 个 启动 子 处 转录 glnA 
基因 。 

号 因子 是 缺陷 型 的 。DNase 足迹 实验 证 明 ， 它 
可 引起 E 全 酶 稳定 结合 到 ginA 启动 子 上 ， 但 不 
能 像 正 常 o 因子 那样 发 挥 形成 开放 启动 子 复合 体 的 
重要 功能 。Popham 等 利用 发 夹 阻抗 〔hairpin resist- 
ance) 和 DNA 甲 基 化 两 种 方法 分 析 了 它 的 功能 。 当 
聚合 酶 形成 开放 启动 子 复合 体 时 ， 与 DNA 结合 得 
非常 紧密 。 加 入 发 夹 结构 作为 DNA 的 竞争 者 不 能 
阻止 聚合 酶 。 而 聚合 酶 形成 的 闭合 启动 子 复合 体 是 
一 种 相对 松散 的 结合 并 以 很 高 的 速度 解 离 ， 因 此 ， 
加 入 发 夹 竞争 剂 可 以 抑制 聚合 酶 结合 DNA。 此 外 ， 
当 聚 合 酶 形成 开放 肩 动 子 复合 体 时 ， 会 使 变性 DNA 
中 的 胞 喀 啶 暴露 在 DMS 中 发 生 甲 基 化 。 而 闭合 复合 
体 中 无 DNA 解 链 ， 所 以 不 会 发 生 甲 基 化 。 

通过 发 夹 敏感 性 和 甲 基 化 抗 性 这 些 关键 实验 发 现 ， 
中 不 能 形成 开放 复合 体 ， 而 是 由 另 一 个 蛋白 质 NuC 
(nmtrC 基因 的 产物 ) 结合 到 增强 子 上 帮助 A ERF 
复合 体 。DNA 解 链 所 需 能 量 来 自 ATP 水 解 ， 而 ATP 
水 解 由 NtrC 上 的 ATP 酶 结构 域 行使 。 这 种 ATP 依赖 
型 因子 在 原核 生物 中 不 多 见 。 通 常 ， 非 增强 子 依赖 
型 启动 子 的 o 因子 可 使 DNA 在 没有 ATP 的 情况 下 
解 链 。 


{ | 
| 


| | | 

\ \ V jJ 
WW SU 
图 %.19 两 个 处 于 联结 DNA 分 子 上 的 分 离 位 点 的 
相互 作用 。 增 强 子 (E 和 启动 子 (P 分 别 位 于 两 
个 拓扑 性 连 体 环 DNA 分 子 上 。 因 此 ， 即 使 两 个 环 
有 差异 ， 增 强 子 和 启动 子 永 远 不 会 离开 太 远 ， 从 而 
使 结合 在 上 面 的 蛋白 质 (红色 和 绿色 ) 发 生 相互 
作用 。 


那么 增强 子 与 启动 子 如 何 作用 呢 ? 实验 结果 有 力 
地 提示 有 DNA 成 环 参与 其 中 。 一 条 线索 是 ， 增 强 子 必 


须 离开 启动 子 至 少 70bp 才能 发 挥 作用 ， 这 样 增强 子 与 
启动 子 间 有 足够 的 空间 使 DNA 成 环 。 此外， 即使 增强 
子 与 启动 子 不 在 同一 个 DNA 上 也 能 发 挥 作用 ， 前 提 是 
两 者 连接 成 图 9. 19 所 示 的 连 体 环 。 这样 仍 能 使 增强 子 
与 启动 子 像 在 成 环 中 那样 发 生 相互 作用 ， 从 而 排除 了 
要 求 两 个 元 件 必须 在 同一 DNA 上 的 机 制 〈 如 超 螺旋 程 
度 的 改变 或 蛋白 质 沿 DNA 滑动 )。 在 第 12 章 我 们 将 详 
细 讨 论 这 个 现象 。 最 后 ， 也 许 最 有 说 服 力 ， 我 们 可 以 
实际 观察 预测 的 DNA 环 ， 它 位 于 NuC 结合 的 增强 子 
和 史 全 酶 结合 的 启动 子 之 间 。 图 9. 20 是 Sydney Kustu 
和 Harrison Echols 及 同事 的 电子 显微镜 实验 结果 。 所 
用 DNA 克隆 含有 增强 子 -ginA 区 域 ， 他 们 在 启动 子 与 
增强 子 间 插 入 350bp DNA， 以 便 成 环 更 容易 观察 。 在 
多 数 电 子 显微镜 图 片上 ， 聚 合 酶 全 酶 比 NuC 着 色 要 
深 ， 因 此 在 环 的 基部 可 区 分 两 个 蛋白 质 ， 就 像 我 们 预 
测 两 种 蛋白 质 是 否 通过 其 间 DNA 成 环 而 相互 作用 
一 样 。 

TA 哈 菌 体 提供 了 一 个 非 正常 的 可 移动 增强 子 的 例 
子 ， 它 不 是 根据 一 组 碱 基 序 列 来 定义 的 。T4 噬菌体 晚 
期 基因 的 转录 依赖 于 DNA 复制 。 只 有 噬菌体 DNA 开 
始 复制 后 ， 晚 期 基因 才能 转录 。 晚 期 转录 与 DNA 复制 
间 关 联 的 原因 之 一 是 噬菌体 晚期 "因子 Co) t E. coli 
的 吃 一 样 是 缺陷 型 的 ， 没 有 增强 子 它 就 不 能 行使 功能 。 
但 是 晚期 T4 增强 子 不 像 NtrC 结合 位 点 ， 不 是 一 段 固 
定 DNA 序 列 ， 而 是 一 个 DAN 复制 又 。 增 强 子 结合 蛋 
白 由 鸣 菌 体 基因 44、45 和 62 编码 ， 是 噬菌体 DNA 复 
制 机 器 的 一 部 分 ， 增 强 子 结合 蛋白 随 复制 叉 移 动 ， 与 
移动 的 增强 子 保持 接触 。 

可 以 在 体外 用 一 个 简单 的 DNA 切口 模拟 复制 又， 
但 这 个 切口 的 极 性 十 分 重要 ， 只 有 位 于 非 模 板 链 时 才 
能 起 增强 子 作 用 。 由 此 提示 T4 晚期 增强 子 可 能 不 是 通 
过 DNA 成 环 发 挥 作用 ， 因 为 成 环 与 极 性 无 关 。 此 外 ， 
不 像 ginA 等 典型 的 增强 子 ，T4 晚期 增强 子 必须 与 它 
所 控制 的 启动 子 在 同一 个 DNA 分 子 上 。 它 也 不 能 作为 
连 体 环 的 一 部 分 发 挥 反 式 (in trans) 作用 ， 这 有 悖 于 
成 环 机 制 。 


小 结 E.coli 的 ginA 基因 是 依赖 增强 子 进 
行 转录 的 谅 核 生物 的 例子 。 增 强 子 结合 Nuc E 
Al, 而 NuC 蛋白 再 结合 至 少 70bp 之 外 的 启动 
FLORA. 通过 NuC hy ATP 水 解 提供 能 
量 ， 形 成 开放 启动 子 复合 体 起 始 转录 。 两 个 蛋 
白质 通过 使 中 间 的 DNA 成 环 外 凸 而 发 生 相 互 作 
用 。T4 晚期 增强 子 是 DNA 复制 复合 体 的 一 部 
分 ， 可 移动 。 由 于 它 必 须 与 所 控制 的 启动 子 在 
同一 DNA 分 子 士 ,因此 可 能 不 是 通过 DNA 成 
环 发 挥 作用 。 
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图 9.20 glnA 启动 子 -增强 子 区 的 成 环 作用 。(a) 电镜 照片 。Kustu、Echols 小 组 在 启动 子 与 增强 子 间 
插入 350bp DNA 片段 使 两 者 分 开 ， 然 后 让 NtrC 结合 到 增强 子 上 、RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 。 当 两 
个 蛋白 质 相互 作用 时 ， 中 间 的 DNA 成 环 外 凸 ， 如 电镜 照片 所 示 。 Cb) 环 长 频数 图 。 测 量 〈a) 中环 的 
长 度 ， 将 环 长 与 环 数 作 图 ， 蜂 值 为 390bp ， 正 是 启动 子 与 增强 子 之 间 的 距离 。 表 明 环 不 是 DNA 链 交 叉 
形成 的 假象 ， 而 是 由 两 个 远程 蛋白 质 之 间 相 互 作 用 所 形成 的 真实 环 。 (Source; (a) Su, W., S. Por- 


ter, S. Kustu, and H. Echols, 


DNA-looping and enhancer activity: Association between DNA-bound 


NtrC activator and RNA polymerase at the bacterial glnA promoter. Proceedings of the National Acade- 


my of Sciences USA 87 (July 1990) f.4, p. 5507.) 


总 结 


类 入 鸣 菌 体 阻 巡 物 都 具有 识别 螺旋 可 从 侧面 契 
合 到 操纵 基因 DNA 大 沟 里 。 识 别 螺旋 靠近 DNA W 
的 某 些 氨基 酸 可 特异 地 结合 操纵 基因 的 碱 基 ， 这 种 
结合 决定 了 蛋白 质 -DNA 相互 作用 的 特异 性 。 改变 
这 些 氨 基 酸 可 以 改变 阻 过 物 的 特异 性 。X BL AD 
Cro 蛋白 对 相同 操纵 基因 具有 相同 的 亲 和 性 ,但 它 
们 对 Ox] 或 Ok3 的 亲和力 具有 细微 差别 ， 这 种 差别 
由 识别 螺旋 中 不 同 氨基 酸 与 两 个 操纵 基因 中 不 同 碱 
基 对 的 相互 作用 决定 。 

入 阻 遏 物 片段 与 操纵 基因 片段 的 共 晶体 结构 揭 
示 了 蛋白质 与 DNA 相互 作用 的 细节 情况 。 最 重要 
的 结合 发 生 在 DNA 大 沟 ， 是 识别 螺旋 的 氨基 酸 与 
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DNA 碱 基 和 DNA 骨架 形成 氢 键 。 由 两 个 氨基 酸 与 
两 个 或 更 多 DNA 位 点 结合 所 形成 的 氢 键 网 络 可 以 
稳定 一 些 氧 键 。 通 过 共 晶体 结构 推测 的 结构 与 生化 
和 遗传 实验 结果 几乎 完全 一 致 

434 噬菌体 阻 过 物 片段 /操纵 基因 片段 复合 体 的 
X 射线 晶体 显示 了 识别 螺旋 的 氨基 酸 与 操纵 基因 
GRATE: OCA RD) 碱 基 对 之 间 的 可 能 氢 键 结 
合 ， 也 揭示 了 识别 螺旋 的 氨基 酸 与 操纵 基因 碱 基 对 
之 间 的 潜在 范 德 华 力 结合 。 复 合体 中 DNA 形状 发 
生 了 明显 变化 ， 它 适当 弯曲 以 适应 碱 基 / 氨 基 酸 的 结 
合 。 此 外 ， 在 两 个 半 位 点 间 的 螺旋 中 部 缠绕 格外 紧 ， 
而 外 侧 比 正常 的 要 松 。 操 纵 基 因 的 碱 基 序 列 有 利于 
其 与 正常 DNA 构 型 的 差异 。 

ztr 户 阻 遇 物 需要 色 氨 酸 迫 使 阻 过 物 二 聚 体 的 识 


别 螺旋 进入 适当 的 位 置 与 orp 操纵 基因 相互 作用 。 

DNA 结合 蛋白 可 以 结合 DNA 大 沟 或 小 沟 (或 
两 个 同时 )。4 个 不 同 碱 基 对 呈现 4 种 不 同 氢 键 模 
式 ， 与 指向 DNA 大 小 沟 的 氨基 酸 结合 。 

ER DNA 结合 蛋白 对 DNA 结合 位 点 的 亲 和 性 
高 于 独立 结合 的 多 聚 单 体 蛋白 。 多 聚 蛋白 的 优势 是 
可 以 协同 性 地 与 DNA 结合 。 

当 两 个 和 操纵 基因 被 整数 螺旋 隔 开 时 ， 其 间 的 
DNA 成 环 外 凸 ， 允 许 协同 结合 。 当 操纵 基因 被 非 整 
数 螺 旋 隔 开 时 ， 蛋 白质 只 能 结合 到 DNA 双 螺 旋 的 
对 面 ， 所 以 不 能 发 生 协同 结合 。 

E. coli 的 ginA 基因 是 依赖 于 增强 子 转录 的 原核 
生物 的 例子 。 增 强 子 与 NtrC 蛋白 结合 , 而 NiC 蛋 
白 再 与 至 少 70bp 之 外 的 启动 子 上 的 聚合 酶 结合 ， 通 
过 NtrC 的 ATP 水 解 提供 能 量 ， 形 成 开放 启动 子 复 
合体 起 始 转录 。 两 个 蛋白 质 通 过 成 环 中 间 外 凸 的 
DNA 而 相互 作用 。T4 晚期 增强 子 是 DNA 复制 复合 
体 的 一 部 分 ， 可 移动 。 由 于 它 必须 与 所 控制 的 启动 
子 在 同一 个 DNA 分 子 上 ， 因 此 可 能 不 是 通过 DNA 
成 环 发 挥 作用 。 


复习 题 


1. 图 示 与 DNA 双 螺 旋 相互 作用 的 螺旋 -转角 - 
螺旋 结构 域 。 

2. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 在 类 、 BRAS BEL 
过 物 与 其 操纵 基因 结合 中 起 重要 作用 的 氨基 酸 。 给 
出 两 种 方法 分 析 阻 过 物 与 操纵 基因 的 结合 。 

3. 总 体 来 讲 ， 什 么 因素 决定 入 阻 遇 物 和 Cro 对 
3 个 操纵 基因 位 点 的 偏爱 性 ? 

4. 谷 氨 酰胺 和 精 氨 酸 侧 链 与 DNA 之 间 倾 向 于 
产生 何 种 键 ? 

5. 氨基 酸 的 亚 甲 基 和 甲 基 基 团 与 DNA 之 间 倾 
向 于 产生 何 种 键 ? 

6. 在 蛋白 质 -DNA 相互 作用 中 ， 氢 键 网 络 是 什 
么 意思 ? 

7. 图 示 “ 阅 读 头 ”模型 ， 显 示 相 对 于 orp 操纵 
WA, irp 阻 遇 物 及 阻 遇 物 蛋 白 识 别 螺旋 的 位 置 
不 同 。 

8. 图 示 “ 意 大 利 三 明治 ”模型 ， 解 释 将 色 氨 酸 
加 入 trp 阻 遏 物 蛋 白 后 如 何 引 起 蛋白 质 构 象 的 转换 ? 


9. 用 一 句 话 对 比 X 和 trp BL AT Fe G R 
纵 基因 的 方向 。 

10. 解释 为 什么 赛 聚 蛋白 〈 二 聚 体 或 四 聚 体 ) 
与 DNA 的 结合 比 单 体 蛋 白质 更 容易 ? 

1. 图 解 当 两 个 蛋白 质 协 同性 地 结合 到 DNA 的 
两 个 分 开 位 点 上 时 ， 对 DNase 抗 性 和 敏感 性 的 交替 
模式 。 

12. 描述 实验 并 给 出 结果 ,， 证明 入 阻 过 物 二 聚 
体 与 两 个 被 整数 双 螺旋 隔 开 的 操纵 基因 的 结合 是 协 
同性 的 ， 而 与 两 个 被 非 整 数 双 螺旋 隔 开 的 操纵 基因 
的 结合 是 非 协同 性 的 。 

13. 描述 并 给 出 电镜 实验 结果 ,证 明 与 上 题 中 
的 问题 相同 的 结果 。 

14. 的 缺陷 型 以 何 种 方式 表现 ? 

15. 哪些 物质 能 补偿 o* 缺 失 的 功能 ? 

16. SLE] DNA 成 环 参与 E. coli 的 ginA 基 
因 位 点 增强 作用 的 实验 和 结果 。 

17. T4 噬菌体 o” 的 增强 子 与 E.coli of 的 增强 
子 有 何不 同 ? 


分 析 题 


1. DNA 结合 蛋白 的 一 个 精 氨 酸 与 DNA 的 胞 团 
院 形成 一 个 重要 的 氧 键 。 将 这 个 精 氨 酸 〈 译 者 注 ， 
原文 为 谷 氨 酰胺 ) 改变 为 再 氨 酸 可 阻止 这 个 氢 键 的 
形成 ， 从 而 阻 断 DNA- 蛋 白质 之 间 的 相互 作用 。 将 
胞 磁 啶 变 为 胸腺 喀 啶 可 恢复 对 突变 蛋白 的 结合 。 给 
出 一 个 可 接受 的 假说 解释 这 种 发 现 。 

2. 你 有 以 下 假说 :要 很 好 地 与 DNA 结合 蛋白 
结合 ，DNA 破位 点 必须 螺旋 得 松 一 些 ， 加 宽 碱 基 对 
4 和 5 之 间 的 小 沟 。 设 计 一 个 实验 验证 这 个 假设 。 

3. 图 示 A-T 碱 基 对 结构 。 以 此 结构 为 基础 ， 
画 出 线 状 图 ， 示意 氧 键 供 体 和 受 体 基 团 在 大 小 沟 中 
的 相对 位 置 。 碱 基 对 的 水 平 轴 用 两 个 水 平 线段 表 
示 ， 氢 键 供 体 和 受 体 的 相对 水 平 位 置 用 竖 线 表示 。 
氨 键 供 体 和 受 体 的 相对 垂直 位 置 用 竖 线 长 度 表示 。 
当 蛋 白质 与 该 碱 基 对 相互 作用 时 ， 该 图 具有 怎样 的 
相关 性 ? 


翻译 L 纪 RE 张 富 春 
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第 10 章 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 及 其 启动 子 


活性 位 点 结合 有 RNA-DNA 杂 合 分 子 的 酵母 pol LIA4/7 蛋白 的 计算 机 生成 模型 。 
(Source: David A. Bushnell, Kenneth D. Westover, and Roger D. Korberg. ) 


在 第 6 章 ， 我 们 知道 细菌 只 有 一 种 RNA 聚合 
酶 ， 负 责 转录 三 类 RNA; mRNA, rRNA 和 tRNA, 
事实 上 ， 该 聚合 酶 可 通过 切换 o 因子 而 满足 环境 变 
化 的 需要 ， 但 核心 酶 的 本 质 是 相同 的 ， 这 完全 不 同 
于 真 核 生 物 的 情形 。 在 本 章 我 们 将 了 解 到 ， 在 真 核 
细胞 的 细胞 核 中 存在 三 类 截然 不 同 的 RNA 聚合 酶 ， 
每 种 RNA 聚合 酶 均 负责 转录 一 套 独 立 的 基因 ， 并 
识别 不 同 的 启动 子 。 


10.1 真 核 生物 RNA 聚合 酶 的 多 
种 形式 


早期 研究 认为 ， 在 真 核 生 物 细胞 核 内 至 少 有 两 
类 RNA 聚合 酶 在 发 挥 作用 : 一 类 负责 转录 核糖 体 
RNA 基因 CHEE YP. Ee EAS 28S、 
18S 和 5. 8S rRNA); 另 一 类 或 多 类 RNA 聚合 酶 负 
责 转录 细胞 核 内 其 他 的 基因 。 

首先 ， 核 糖 体 基因 在 以 下 几 方面 与 细胞 核 内 其 
他 基因 存在 着 差异 。@ 核 糖 体 基因 与 其 他 核 基因 的 
碱 基 组 成 不 同 ， 如 小 鼠 rRNA 基因 的 GC 含量 为 
60%, 而 其 他 DNA 序列 的 GC 含量 仅 为 40%。 
@@ 显 著 重 复 ， 其 重复 程度 因 生 物种 类 而 异 ， 每 个 细 
胞 rRNA 基因 的 拷贝 数 从 几 百 到 2 万 以 上 不 等 。 
图 核糖 体 基 因 与 其 他 核 基因 在 细胞 核 内 的 定位 不 同 ， 
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rRNA 基因 存在 于 核 仁 〈nucleolus) 中 。 这 些 特征 
都 暗示 ， 真 核 生 物 细胞 核 内 至 少 存在 两 类 功能 性 
RNA 聚合 酶 ， 一 类 存在 于 核 仁 中 ， 负 责 rRNA 的 合 
成 ; 另 一 类 存在 于 核 质 〈nucleoplasm) 〈 核 仁之 外 的 
其 他 细胞 核 部 分 ) 中 ， 负 责 其 他 RNA 的 合成 。 


三 类 细胞 核 聚合 酶 的 分 离 


1969 年 ，Robert Roeder 和 William Rutter 指 
出 ， 真 核 生物 拥有 三 类 而 不 是 两 类 不 同 的 RNA R 
AM. WA. 这 RNA 聚合 酶 在 细胞 内 具有 各 
自 截然 不 同 的 功能 。 研 究 者 用 DEAE-Sephadex 离子 
交换 层 析 方法 〈 第 5 章 ) 从 真 核 生物 细胞 中 分 离 出 
了 这 3 类 不 同 的 RNA 聚合 酶 。 

RNA 聚合 酶 ! 定位 于 核 仁 中 ， 催 化 合成 rRNA; 
RNA RAR II 和 RNA RANE II 定位 于 核 质 中 ， 
催化 合成 其 他 的 RNA, 

根据 从 离子 交换 柱 上 洗 脱 的 次 序 ， 研 究 者 将 聚 
合 酶 活性 的 3 个 峰值 命名 为 RNA MAN I, RNA 
AW 和 RNA RAR UI (图 10. 1)。 这 三 类 RNA 
聚合 酶 除 在 DEAE Sephadex 离子 交换 层 析 上 表现 出 
不 同行 为 外 ， 还 有 其 他 不 同 的 性 质 。 例如， 这 三 类 
RNA 聚合 酶 对 不 同 的 离子 强度 及 二 价 金属 离子 具有 
不 同 反应 特性 ， 更 为 重要 的 是 ， 它 们 在 基因 的 转录 
事件 中 各 自发 挥 特定 的 功能 ， 即 每 一 种 RNA 聚合 
酶 转录 合成 特定 的 一 类 RNA, 
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图 10.1 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 的 分 离 。Roeder 
和 Rotter 对 海胆 胚 提取 物 进行 DEAE-Sephadex 
离子 交换 层 析 。 绿 色 : 在 As 波长 测 得 的 蛋白 质 
吸光 值 ;， 红色 通过 检测 RNA 分 子 中 标记 UMP 
WARTH RNA 聚合 酶 活性 ; KE. 硫酸 
kI. (Source: Adapted from Roeder, R. G. ， 
and W. J. Rutter, Multiple forms of DNA-depend- 
ent RNA polymerase in eukaryotic organisms. 
Nature 224; 235, 1969. ) 


Roeder 和 Rutter 进一步 研究 了 分 离 纯化 的 核 仁 
和 核 质 ， 以 查看 这 些 亚 细胞 核 区 室 (subnuclear 
compartment) 是 否 富 集 有 相应 的 聚合 酶 。 图 10. 2 
BR, RAM 1 确实 主要 定位 在 核 仁 中 ， 聚 合 酶 II 
MRAM II1 则 存在 于 核 质 中 。 说 明 聚 合 酶 I 极 有 可 
能 就 是 rRNA 合成 酶 ， 聚 合 酶 I 和 聚合 酶 II 是 其 
他 RNA 的 合成 酶 。 


小 结 真 核 生物 细胞 核 内 存在 三 类 RNA BE 
合 酶 ， 可 通过 离子 交换 层 析 的 方法 进行 分 离 。 
RNA RAM Leth FR, RNA EA AE TT H 
RNA 聚合 栈 II 定位 于 核 质 中 。RNA 聚合 酶 1 在 
核 仁 中 的 定位 表明 其 负责 rRNA 基因 的 转录 。 


三 类 RNA 聚合 酶 的 作用 


我 们 如 何 分 辨 这 三 类 RNA 聚合 酶 在 转录 中 具 
有 不 同 的 作用 ? 有 关 聚 合 酶 作用 的 最 终 证 据 是 通过 
体外 实验 获得 的 ， 即 研究 纯化 RNA 聚合 酶 在 体外 
条 件 下 只 能 转录 哪些 特定 基因 ， 而 不 能 转录 其 他 基 
因 。 结 果 表 明 ， 三 类 RNA 聚合 酶 具有 如 下 特性 
( 表 10. 1)。RNA 聚合 酶 I 催化 合成 大 的 rRNA 前 
体 ， 在 哺乳 动物 中 ， 这 个 前 体 的 沉降 系数 为 45S， 
可 被 加 工 为 成 熟 的 5. 8S. 18S 和 28S rRNA, RNA 
聚合 酶 [催化 合成 两 类 RNA， 即 核 内 不 均一 RNA 
(heterogeneous nuclear RNA, hnRNA) 以 及 大 多 数 
的 核 内 小 分 子 RNA (small nuclear RNA, snRNA). 
对 于 hnRNA 的 界定 目前 还 不 明确 。 在 第 14 章 我 们 
将 会 了 解 到 ， 绝 大 多 数 hnRNA 是 mRNA 的 前 体 ， 
而 snRNA 则 参与 了 由 hnRNA 到 mRNA 的 成 熟 过 
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图 10.2 大 局 肝脏 细胞 内 三 类 RNA RA 
胞 定位 。Roeder 和 Rutter 将 小 鼠 肝 脏 细胞 的 核 质 
馏分 (a) MEM (b) 进行 DEAE-Sephadex 
离子 交换 层 析 ， 方 法 及 曲线 颜色 均 同 图 10.1, 
(Source: Adapted from Roeder, R.G., and 
W. J. Rutter, Specific nucleolar and nucleoplasmic 
RNA polymerases, Proceedings of the National 
Academy of Science 65 (3): 675-82, March 
1970. ) 


H. RNA 聚合 酶 III 催化 合成 RNA、5S rRNA 的 
前 体 以 及 其 他 小 分 子 RNA。 


表 10.1 真 核 生物 RNA 聚合 酶 的 作用 
seam 合成 的 纪 胞 RNA SUAN RNA OHESIID 

I ”大 的 rRNA 前 体 28S、18S 和 5. 8S rRNA 
Tl 核 内 不 均一 RNA mRNA 

核 内 小 RNA snRNA 
I 5S rRNA 前 体 5S rRNA 

tRNA 前 体 tRNA 

U6 snRNA (前 体 ?) US snRNA 

7SL RNA (前 体 ?) 7SL RNA 

ISK RNA (前 体 ?) _ 7SK RNA 


在 基因 克隆 和 真 核 体 外 转录 系统 建立 之 前 ,我 
们 已 经 获得 有 关 聚 合 酶 转录 分 工 的 证 据 。 在 本 节 ， 
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我 们 主要 分 析 有 关 RNA RAK I FER tRNA 和 SS 
TRNA 基因 的 早期 证 据 。 

1974 年 ，Roeder 及 同事 借助 一 种 称 为 RAE 
WHR Coamanitin) 的 毒素 完成 了 这 项 工作 。 这 种 
强 毒性 物质 是 在 伞 形 毒 菌 属 〈Amanita) 的 一 些 
毒 蘑 中 发 现 的 〈 图 10. 3a) ， 包 括 被 称 为 “死亡 之 
W” AEREE (A. phalloides) 和 因 色 泽 纯 
Fl. ROEM RA “AORE” Meee 
(A. bisporigera) , iX BR Ph REME XI iF BA By 
RM ARB Hr. ARMM =H RNA RA 
ARAH, EAE, RS AE BET se eID 
制 RNA FEA AE ILE TPE. HRAN ARAN 
MBAK PR HE HE AG 1000 倍 时 ， 大 多 数 
真 核 生 物 的 聚合 酶 器 活性 都 会 受到 影响 〈 图 
10.4). 


HO—C—CH,OH 

Hot 9 ° 

Mi ett A aR ota 
et CH, HN 

h Tg 

t N ET N all ay 
O GH, 

(©—CH—NH—C—CH—NH—C—CH,—NH 

上 wu-c=o 


(b) 

图 10.3 BERR, (a) WER “AE 
之 帽 ")， 一 种 能 产生 RS AE MORAY BE HE HE. 
(b) cc ROR AYES HY. (Source: (a) Arora, 
D. Mushrooms Demystified 2e, 1986, Plate 50 
(Ten Speed Press) . ) 


该 实验 的 步骤 是 ， 在 RE RE ESE 
的 条 件 下 颖 育 小 鼠 细 胞 核 ， 然 后 电泳 转录 产物 ， 观 
察 毒素 对 小 RNA 分 子 合成 的 影响 。 图 10. 5 显示 ， 
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olt bami MEZALA 
10% 10° 10% 107% 10° 10' 10? 10 
-RSA WBR pg/mL) 
图 10.4 纯化 的 RNA ABER o ROEM 
tt. Weinmann 和 Roeder 分 析 了 RNA 3K 4 BH 1 
(绿色 ) 、RNA RABE IT ( 蓝 色 )、RNA RAN II 
(红色 ) 在 cE LEH MHRA, It 
活性 发 生变 化 情况 。 在 RAN BK EO 
0.02pg/mL 时 ，50% 的 RNA 聚合 酶 APESI 
制 ， 而 只 有 当 ROM MK EF) 20kg/mL 时 ， 
才能 抑制 RNA 聚合 酶 I 的 50% 活 性 ; BNE oc 
FEMA EIB) 200pg/mL，RNA 聚合 酶 I 的 活 
性 也 不 会 受 影 响 (Source: Adapted from 
R. Weinmann and R. G. Roeder, Role of DNA- 
Dependent RNA polymerase Ill in the transcription 
of the tRNA and 5S RNA genes, Proceedings of 
the National Academy of Science USA 71 (5): 
1790-4, May 1974. ) 


高 浓度 的 RARE BL LIM) Hi] T 5S rRNA 和 4S tRNA 
前 体 的 合成 ， 而 且 ， 抑 制 模式 恰好 与 RNA 聚合 酶 
亚 被 抑制 的 模式 相 匹 配 ， 在 RY AE WDR H JE iA PY 
10 pg/mL 时， 酶 的 50% 活 性 以 及 前 体 50% AYA 
量 均 被 抑制 了 。 因 此 ， 这 些 数据 支持 RNA 聚合 酶 
了 是 合成 这 两 类 RNA 酶 的 假设 (实际 上 ，RNA 
KAN IL 也 能 合成 比 5S rRNA 稍 大 的 5S rRNA 前 
体 , 但 该 实验 未 能 将 成 熟 的 SS rRNA 与 其 前 体 区 
分 开 来 )。RNA 聚合 酶 II[ 也 能 合成 其 他 多 种 胞 内 
小 分 子 RNA 和 病毒 RNA， 其 中 包括 参与 RNA BY 
接 (第 14 章 ) 的 小 RNA 分 子 U6 snRNA、 在 分 沁 
EEA (secreted protein) 合成 过 程 中 参与 信和 号 肽 
(signal peptide) 识别 的 小 RNA 分 子 7SL RNA、 与 
开 类 转录 延伸 因子 P-TEFb 结合 并 抑制 其 功能 的 核 
内 小 RNA 分 子 7SK RNA、 腺 病毒 的 VA (virus-as- 
sociated) RNA 以 及 Epstein-Barr 病毒 的 
EBER2 RNA, 

通过 类 似 的 实验 ， 确 认 了 由 RNA RAH I I 和 
RNA 聚合 酶 [[ 转录 的 基因 。 但 对 这 些 结果 的 解析 并 
不 容易 ， 通 过 更 为 确定 的 体外 实验 进一步 证 实 了 这 
些 研究 成 果 。 
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图 10.5 oE RNA 合成 的 影响 。Weinmann 和 Roeder 利用 分 离 的 细胞 核 进行 小 分 子 
标记 RNA 的 合成 ， 其 反应 条 件 是 不 断 增 加 a- 笋 膏 碍 碱 的 浓度 每 个 实验 所 用 浓度 标注 存 对 应 图 
的 上 方 )。 通 过 离心 ， 从 细胞 核 中 分 离 出 标记 小 分 子 RNA， 离 心 后 存在 于 上 清 液 中 。 对 上 清 进行 
PAGE 电泳 ， 测 定 凝 胶 中 标记 RNA 分 子 的 放射 性 〈 红 色 )。 以 5S rRNA 和 4S tRNA 为 标准 ， 在 
同一 块 凝 胶 上 进行 电泳 。e 鹅 襄 理 碱 对 5S rRNA 前 体 和 4S tRNA 前 体 合成 的 影响 与 图 10. 4 中 该 


毒素 对 RNA 聚合 酶 TTD 活性 的 抑制 效应 是 一 致 的 。 


(Source: Adapted from R. Weinmann and 


R. G. Roeder, Role of DNA-Dependent RNA polymerase TII in the transcription of the tRNA and 5S 
RNA genes, Proceedings of the National Academy of Science USA 71 (5): 1790-4, May 1974. ) 


小 结 三 类 细胞 核 RNA RENER RE 
中 行使 不 同 的 功能 。RNA 聚合 酶 1 负责 合成 较 大 
的 rRNA CHE H HE oh FY 5. 8S, 18S 和 28S 
RNA) 前 体 ， RNA 聚合 酶 [催化 合成 mRNA 
的 前 体 hnRNA; RNA 聚合 酶 II 催化 合成 5S 
FRNA, tRNA 的 前 体 以 及 其 他 元 种 胞 内 小 分 子 
RNA 和 病毒 RNA. 


RNA 聚合 酶 亚 基 结构 
1971 年 ，Pierre Chambon 小 组 与 Rutter 小 组 分 


别 首 次 独立 地 报道 了 真 核 生 物 RNA RABE CRA 
MID 的 第 一 个 亚 基 结 构 ， 但 都 不 全 面 。 顺 便 提 一 
F. Chambon 将 三 类 聚合 酶 分 别 命名 为 聚合 酶 A、 
B 和 C， 而 不 是 聚合 酶 1、IL 和 ID， 但 是 ， 大 多 数 研 
究 者 仍然 采用 Roeder 和 Rutter 的 命名 ， 即 聚合 酶 I、 
1I, 1975 Æ, Roeder 及 同事 首次 对 三 类 细胞 
核 RNA 聚合 酶 〈 来 自 小 鼠 培养 细胞 ) 比较 完整 的 
亚 基 结 构 进 行 了 比较 。 目 前 ， 我 们 已 经 获得 了 有 关 
各 种 真 核 生物 三 类 RNA 聚合 酶 的 详细 结构 信息 。 
RNA RAR 开 的 结构 ”对 真 核 生 物 RNA 聚合 
酶 这 样 复杂 的 酶 而 言 ， 在 与 活性 聚合 酶 共 纯化 的 多 
. 219。 
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题 的 途径 之 一 是 ， 将 推定 的 聚合 酶 亚 基 纯化 ， 再 重 
新 组 装 成 有 活性 的 聚合 酶 ， 从 而 分 析 判 断 哪 个 亚 基 
是 聚合 酶 活性 重 构 过 程 中 所 必需 的 ， 进 而 推断 该 亚 
基 是 否 为 聚合 酶 的 真正 亚 基 。 尽 管 该 策略 在 研究 原 
核 生 物 聚 合 酶 时 是 十 分 完美 的 ， 但 到 目前 为 止 ， 还 
没有 实现 将 真 核 生物 细胞 核 RNA 聚合 酶 各 个 分 离 
的 亚 基 重 新 组 装 成 有 活性 的 聚合 酶 ， 因 此 ， 我 们 必 
HARRE. 

解决 该 问题 的 另 一 途径 是 克隆 聚合 酶 所 有 推定 
亚 基 的 基因 ， 然 后 使 其 突变 ， 从 而 鉴定 哪些 亚 基 是 
聚合 酶 活性 所 必需 的 组 分 。 利 用 这 种 方法 已 经 完成 
了 对 酿酒 醉 母 《Saccharomyces cerevisiae) RAR I 


的 亚 基 组 成 分 析 。 一 些 研究 人 员 用 传统 方法 获得 高 
度 纯化 的 聚合 酶 I， 确 定 了 10 个 亚 基 ， 后 来 ， 一 些 
研究 者 又 发 现 了 2 个 在 早期 分 析 中 未 被 发 现 的 亚 基 。 
因此 ， 目 前 认为 酵母 聚合 酶 联 由 12 个 亚 基 组 成 。 编 
码 这 12 个 亚 基 的 基因 均 已 被 克隆 测序 ， 由 此 获得 了 
基因 产物 的 氨基 酸 序 列 。 此 外 ， 还 对 这 些 基因 进行 
了 系统 突变 实验 ， 分 析 这 些 突变 对 聚合 酶 了 活性 的 
影响 。 

表 10. 2 HUET A FORE AE AU BY 12 个 亚 基 
及 其 分 子 质量 等 特性 。 每 个 多 肽 都 是 由 单 基因 编码 ， 
这 些 聚 合 酶 亚 基 名 称 〔 如 Rpbl 等 ) 是 根据 相应 编 
码 基因 的 名 称 〈 如 RPBI P) 而 命名 的 ， 值 得 注意 
的 是 ，Chambon 命名 法 中 的 RPB 代表 RNA RAM 
B (或 ID。 


表 10.2 ”人 与 酵母 RNA MAM DH 


亚 基 酵母 基因 酵母 蛋白 /kDa 特征 
hRPB1 RPB1 192 包含 有 CTD; 结合 DNAs 参与 起 始 位 点 的 选择 ;与 B 同 源 
hRPB2 RPB2 139 包含 有 活性 位 点 ， 参 与 起 始 位 点 的 选择 和 延伸 速率 ; 与 B 同 源 
hRPB3 RPB3 35 与 Rpbl1 共同 发 挥 功能 ， 与 原核 生物 RNA BEATER a IRK ENIA 
hRPB4 RPB4 25 与 Rpb7 组 成 亚 复合 体 ， 参 与 胁迫 应 答 
hRPB5 RPBS 25 存在 于 poll, MAM p, 转录 激 活 子 的 破位 点 
hRPB6 RPB6 18 存在 于 poll, 1AN p: 装配 与 稳定 功能 
hRPB7 RPB7 19 与 Rpb4 形成 亚 复合 体 ， 在 静止 阶段 优先 结合 
hRPB8 RPB8 17 存在 于 pol 1, AM p, AEREE 
hRPB9 RPB9 14 含有 参与 延伸 的 锌 带 基 序 ， 选 择 起 始 位 点 的 功能 
hRPB10 RPB10 8 存在 于 poll、 M e 
hRPBl1 RPB11 4 与 Rpb3 共同 发 挥 功能 ， 与 原核 生物 RNA 聚合 酶 的 二 聚 体 同 源 
hRPB12 RPB12 8 存在 于 pol 1, HL 和 I 中 


Source: Reprinted with permission from the Annual Review of Genetics, Volume 34, © 2000 by Annual Reviews, 


www. annualreviews. org. 


HALES. RAR HRAN I 的 结构 又 是 怎 
样 的 呢 ? 首先 ， 所 有 真 核 生 物 的 RNA 聚合 酶 结构 
要 比 细菌 聚合 酶 结构 复杂 得 多 ; 其 次 ， 三 类 真 核 生 
物 RNA 聚合 酶 在 结构 上 都 有 一 定 的 相似 之 处 ， 每 
一 类 RNA RA MBA A 2 个 大 亚 基 (分 子 质量 超 
过 100kDa) 以 及 一 些小 亚 基 。 就 这 一 点 而 言 ， 它 们 
与 原核 生物 RNA 核心 聚合 酶 在 结构 上 具有 相似 之 
处 ， 原 核 生物 的 核心 聚合 酶 由 2 个 高 分 子 质量 的 亚 
基 (B 亚 基 和 和 B' 亚 基 ) 和 3 个 低 分 子 质量 的 亚 基 (2 
个 a' 亚 基 和 1 个 w 亚 基 ) 组 成 。 事 实 上 ， 正 如 我 们 
将 在 本 章 后 面 内 容 了 解 到 的 那样 ， 原 核 生物 RNA 
核心 聚合 酶 的 3 个 亚 基 与 三 类 真 核 生 物 RNA 聚合 
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BY 3 个 亚 基 之 间 存 在 明显 的 进化 渊源 。 换 而 言 之 ， 
三 类 真 核 生物 聚合 酶 与 原核 生物 RNA BORA 
之 间 存 在 着 关联 ， 而 且 3 类 真 核 生物 RAN RANK 
此 之 间 也 存在 关联 。 

表 10. 2 提供 的 第 三 个 信息 是 有 些 亚 基 是 酵母 三 
类 细胞 核 RNA 聚合 酶 所 共有 的 ， 事 实 上 ， 存 在 着 5 
个 共有 亚 基 (common subunit)。 在 RNA RAN I 
结构 中 ， 这些 共有 亚 基 分 别 被 称 为 Rpb5、Rpb6、 
Rpb8, Rpbl0 和 Rpbl2， 已 在 表 10.2 的 右 栏 中 
标注 。 

Richard Young 及 同事 已 经 确证 ， 最 初 认定 的 
10 个 多 肽 确实 是 RNA RAAB I HUH, 或 至 少 是 


紧密 结合 的 杂 蛋 白质 。 研究 者 用 表 位 附加 法 
(epitope tagging) ( 见 图 10. 6) ， 通 过 基因 工程 手段 ， 
在 酵母 RNA 聚合 酶 也 的 一 个 亚 基 (Rpb3) 上 附加 
一 小 的 外 源 抗原 决定 簇 ， 然 后 将 该 融合 基因 导入 
Rpb3 基因 功能 缺失 的 酵母 细胞 ， 用 *# S aR” P 标记 
细胞 蛋白 质 ， 通 过 外 源 表 位 的 特异 抗体 沉淀 全 酶 。 
免疫 共 沉淀 后 ， 用 DS-PAGE 从 沉淀 蛋白 中 分 离 出 
标记 的 多 肽 ， 放 射 自 显影 检测 。 图 10. 7a 为 实验 结 
果 。 通 过 这 个 ~- 步 纯化 法 获得 了 纯化 的 明显 含有 10 
个 亚 基 的 RNA 聚合 酶 I， 还 能 观察 到 一 些小 肽 ， 而 
且 也 存在 于 没有 附加 表 位 的 野生 型 RNA 聚合 酶 11 
对 照 组 中 。 说 明 这 些小 肽 与 RNA 聚合 酶 不 相干 。 
图 10. 7b 是 Roger Kornberg 及 同事 对 相同 聚合 酶 进 
行 SDS-PAGE 分析 的 实验 结果 ， 共 识别 出 12 个 亚 
基 ， 其 中 Rpbll 与 Rpb9 以 及 Rpbl2 与 Rpb10 分 别 
存在 着 共 电 泳 现象 ， 所 以 ， 早 期 的 研究 未 能 识别 出 
Rpbl1 和 Rpbl2 这 2 个 亚 基 。 

由 于 Young 及 同事 已 经 知道 了 所 有 最 初 10 个 
亚 基 的 氨基 酸 组 成 ， 因 此 用 S 甲 硫 氨 酸 标记 每 条 
多 肽 后 就 可 以 很 好 的 估算 每 个 亚 基 的 化 学 计量 ， 表 
10. 3 列举 了 各 亚 基 的 化 学 计量 。 图 10. 7a 也 表明 有 
2 个 RNA 聚合 酶 I 亚 基 Rpbl 和 Rpb6 发 生 了 磷酸 
化 修饰 ， 因 为 这 2 个 亚 基 可 被 [YP] ATP 标记 。 
Rpb2 也 可 被 磷酸 化 修饰 ， 但 磷酸 化 程度 较 低 ， 以 至 
于 在 图 10. 7a 中 观察 不 到 这 种 修饰 作用 。 


表 10.3 酵母 RNA 聚合 酶 HLS 
SDSPAGE AGF ”化 学 。 ”缺失 


WA ERDA 质量 /kDa iit 。 表 型 
RPBI 220 190 1.1 致死 
RPB2 150 140 1.0 致死 
RPB3 45 35 21 致死 
RPB4 32 25 0.5 条件 致死 
RPB5 27 25 2.0 致死 
RPB6 23 18 0.9 致死 
RPB7 17 19 0.5 致死 
RPB8 14 17 0.8 致死 
RPB9 13 14 2.0 ”条件 致死 
RPBIO 10 83 0.9 致死 
RPBl1 13 14 1.0 致死 
RPB12 10 7.7 1.0 致死 


标记 的 RNA 
KOM 
表 位 


(a) 


抗原 抗体 免疫 共 沉淀 


10.6 表 位 附加 法 的 原理 。 通 过 基因 工程 方 
法 ,将 一 外 源 功能 域 ( 表 位 ， 红 色 ) 重组 到 酵 
母 RNA RABE I Go Rpb3 亚 基 上 ， 其 他 正常 的 
亚 基 仍 能 够 与 改变 了 的 Rpb3 组 装 成 有 功能 活 
性 的 聚合 酶 。 在 含有 放射 性 标记 氨基 酸 的 培养 
基 中 培养 酵母 细胞 ， 使 该 聚合 酶 被 标记 。 (a) 
添加 识别 表 位 的 抗体 ， 通 过 免疫 共 沉 淀 反 应 ， 
使 RNA 聚合 酶 与 其 他 杂 蛋 白 〈 灰 色 ) 分 离 ， 
只 经 过 一 步 纯化 即 可 获得 高 度 纯度 的 RNA BR 
AR. (b) 加 入 强 去 污 剂 SDS， 使 纯化 聚合 酶 
中 的 各 个 亚 基 分 离 变 性 。 (Cc) 凝 胶 电 泳 变性 检 
测 变性 的 聚合 酶 亚 基 ， 获 得 图 下 方 的 电泳 图 谱 。 
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表 位 附加 法 获得 了 约 包 含有 10 个 亚 基 的 结构 。 
Young 及 同事 通过 融合 基因 (编码 抗原 决定 入 标签 
和 RPB3 亚 基 ) 取代 正常 RPH3 基因 的 方法 ， 使 
RPB3 亚 基 携带 有 额外 的 表 位 。 然 后 用 [sS] 甲 硫 
和 氨 酸 标记 聚合 酶 的 所 有 亚 基 , 或 用 [y-*P] ATP 
只 标记 磷酸 化 亚 基 。 利 用 表 位 特异 抗体 进行 免疫 共 
沉淀 分 离 标记 的 蛋白 质 ， 凝 胶 电 泳 检 测 。 泳 道 1: 
从 无 表 位 的 野生 型 酵母 菌株 细胞 中 分 离 的 5S 标记 
的 蛋白 质 ， 泳 道 2:， 从 带 有 表 位 的 酵母 菌株 细胞 中 
分 离 的 *S 标记 的 蛋白 质 ， 泳 道 3: 从 带 有 表 位 的 酵 
母 菌株 细胞 中 分 离 的 *P 标记 的 蛋白 质 ， 泳 道 4: 
从 野生 型 酵母 菌株 细胞 中 分 离 的 *P 标记 的 蛋白 质 。 
图 版 左 侧 标注 了 诊 合 酶 I 的 各 个 亚 基 。(b) 经 包括 
免疫 共 沉 淀 的 多 步 纯 化 ， 获 得 了 约 由 12 个 亚 基 组 
成 的 聚合 酶 结构 。Kornberg 及 同事 利用 免疫 共 沉 
淀 方法 分 离 纯 化 了 隧 母 的 RNA 聚合 酶 II， 然 后 进 
行 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 〈 泳 道 1)， 泳 道 2 为 分 子 
质量 标记 。 图 右 侧 标注 了 分 子 质量 大 小 ， 左 侧 标注 
了 亚 基 组 分 。Rpb9 与 Rpbll 及 Rpb10 与 Rpbl2 的 
迁移 速率 几乎 相同 。 (Source: (a) Kolodziej, P. A. , 
N. Woychik, S.-M. Liao, and R. Young, RNA poly- 
merase II subunit composition, stoichiometry, and 
phosphorylation. Molcular and Cellular Biology. 10 
(May1990) p.1917, f.2. American Society for Mi- 
crobiology. (b) Sayre, M. H. , H. Tschochner, and 
R.D., Kornberg, Reconstitution of transcription 
with five purified initiation factors and RNA poly- 
merase I from Saccharomyces cerevisiae. J. Bio. 
Chem. 267 (15 Nov 1992) p. 23379. f. 3b. American 
Society for Biochemistry and Molecular Biology. ) 


Young 将 RNA RAR I 最初 的 10 个 亚 基 分 为 
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三 组 : BOW (core subunit)， 在 结构 和 功能 上 与 
细菌 RNA 聚合 酶 相对 应 ; 共有 亚 基 (common sub- 
unib， 至 少 在 酵母 中 是 三 类 细胞 核 RNA 聚合 酶 共 
有 的 ; 非 必 需 亚 基 (nonessential subunit), $ RNA 
聚合 酶 活性 条 件 非 必 需 亚 基 。 

核心 亚 基 包括 Rpbl, Rpb2 和 Rpb3， 都 是 
RNA 聚合 酶 活性 所 绝对 必需 的 ， 分 别 与 E.coli 
RNA 聚合 酶 的 B 、8 和 a 亚 基 同 源 。 

那么 ， 它 们 之 间 的 功能 关系 如 何 ? 我 们 已 经 了 
解 到 (第 6 章 )，E. coli RNA 聚合 酶 的 B' 亚 基 结 合 
DNA, Rpbl 的 作用 也 是 结合 DNA。 我 们 还 了 解 到 ， 
E. coli RNA 诊 合 酶 的 B 亚 基 位 于 或 靠近 酶 的 核 萌 酸 
连接 活性 位 点 处 。Andre Sentenac 及 同事 用 相同 的 
实验 方案 确认 Rpb2 也 位 于 或 邻近 RNA RAN I AY 
活性 位 点 处 。 在 所 有 三 类 细胞 核 RNA 聚合 酶 中 ， 
其 第 二 大 亚 基 问 具有 功能 相似 性 ， 与 原核 生物 RNA 
聚合 酶 也 存在 着 功能 相似 性 ， 这 种 功能 相似 性 可 由 
结构 上 的 相似 性 得 以 反映 ， 基 因 序 列 揭示 了 亚 基 间 
的 结构 相似 性 。 

尽管 Rpb3 与 E. coli 的 亚 基 并 不 是 十 分 相似 ， 
但 存在 一 个 长 20 个 氨基 酸 的 高 度 相 似 区 域 。 此 外 ， 
这 两 个 亚 基 大 小 相近 ， 化 学 计量 相同 ， 每 个 全 酶 含 
有 2 个 该 亚 基 的 单 体 。 而 且 ，RPB3 突变 及 E. coli a 
亚 基 突 变 会 引起 相同 的 聚合 酶 组 装 缺 陷 表 型 。 所 有 
的 这 些 因素 都 表明 ，Rpb3 与 E. coli 的 a 亚 基 同 源 。 

共有 亚 基 包括 Rpb5、Rpb6、Rpb8、Rpbl0 
和 Rpbl2 共 5 个 亚 基 ， 是 酵母 细胞 三 类 RNA 聚合 
酶 共有 的 亚 基 组 分 ， 目 前 对 这 些 亚 基 的 功能 还 知之 
其 少 , 但 是 ， 既 然 这 些 亚 基 存在 于 所 有 三 类 RNA 
聚合 酶 中 ， 表 明 它们 在 转录 过 程 具有 极其 重要 的 
功能 。 

非 必 需 亚 基 1989 年 ，Woychik 和 Young 分 离 
出 了 rpbd 酵母 突变 苗 株 ， 该 突变 体 缺失 编码 Rpb4 
亚 基 的 基因 ， 正 如 所 料 ， 该 酵母 菌株 的 RNA 聚合 
MURA Rpb4 KA. HA, 研究 者 发 现 ， 尽 管 
Rpb7 亚 基 的 编码 基因 未 被 改变 而 是 保持 野生 型 状 
AS, 但 是 该 醇 母 菌株 的 RNA 聚合 酶 II 同样 缺失 
Rpb? 蛋白 。 这 一 发 现 暗示 ，Rpb4 具有 将 Rpb7 锚 定 
到 聚合 酶 上 的 功能 ， 两 者 较 容易 从 RNA RAB I 
上 脱离 下 来 ， 而 且 解 离 下 来 的 Rpb4 和 Rpb7 又 通常 
低 于 化 学 计 有 最。 更 有 一 些 证 据 表 明 ， 这 两 个 亚 基 能 
够 在 不 同 的 RNA RAG I DK SH. 

Roger Kornberg 及 同事 用 rpb4 酵母 突变 菌株 
的 RNA RARI (pol IILA4/7) 进行 体外 转录 实验 ， 
发 现 该 突变 体 的 RNA 聚合 酶 能 够 很 好 地 转录 缺失 
启动 子 的 DNA 分 子 , 但 不 能 在 真正 的 启动 子 处 起 
始 转录 。 换 而 言 之 ， 这 种 突变 的 RNA RARA 


正常 的 转录 延伸 和 转录 终止 功能 ,但 失去 了 转录 起 
始 功能 。 需 要 强调 的 是 ，Rpb7 是 RNA RAK IIH 
必需 亚 基 ， 不 可 能 在 pol I A4/7 突变 体 中 完全 
缺失 。 

Rpb7 和 Rpbl1 虽然 没有 被 归纳 到 上 述 三 组 亚 
基 中 ,但 它们 是 聚合 酶 活性 所 绝对 必需 的 。Rpb7 
和 Rpb11 突变 是 致死 的 。 

小 结 RNA RARI h 12 个 亚 基 的 编码 基 

因 均 已 被 克隆 、 测 序 ， 并 进行 了 突变 分 析 。 有 3 
个 亚 基 在 结构 和 功能 上 与 细菌 RNA 聚合 酶 的 核 
心 亚 基 相似 ; 有 5 个 亚 基 是 三 类 细胞 核 RNA BE 
合 酶 所 共有 的 ; 有 .2 个 亚 基 并 不 是 聚合 酶 发 挥 活 
性 所 必需 的 ， 至 少 在 TCR F we: 有 2 个 亚 
基 不 能 被 归结 到 上 述 三 组 亚 基 中 。 将 标记 核 苷 酸 
和 磷酸 基 团 挫 入 RNA REM IP. MEER 
们 估算 这 12 个 亚 基 的 化 学 计量 。 在 这 12 个 亚 基 
中 ， 有 2 个 亚 基 是 高 度 磷酸 化 的 ， 有 1 个 亚 基 是 
轻 度 砚 酸 化 的 。 

Rpbl 亚 基 的 异 质 性 ”对 RNA 聚合 酶 I 结构 的 
早期 研究 表明 ， 其 最 大 亚 基 具有 一 定 的 异 质 性 《het- 
erogeneity) ， 图 10. 8 示例 了 小 鼠 浆 细胞 瘤 (plasmacy- 
toma) 中 RNA 聚合 酶 也 的 异 质 性 现象 。 电 泳 后 观察 
发 现 ， 凝 胶 上 部 的 3 个 多 肽 Mo, Ma 和 Mb 在 数量 上 
KOFER Ie, X 3 个 多 肽 似乎 彼此 关联 ， 实 际 上 ， 
其 中 的 2 个 多 肽 可 能 是 第 三 个 多 肽 的 衍生 物 ， 但 哪个 
是 母体 ? 哪 两 个 是 衍生 物 ? 对 酵母 RPBI 基因 测序 
后 ， 推 导 其 多 肽 产物 的 分 子 质量 为 210kDa。 所 以 ， 
分 子 质量 接近 210kDa 的 Ta 可 能 是 母体 。 

而 且 ， 氨基酸 测序 结果 表明 ，IIb 亚 基 缺 失 一 段 
申 7 个 氨基 二 残 基 组 成 的 串联 重复 序列 ， 该 七 肽 聚 
体 的 保守 一 致 性 序列 为 Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro- 
Ser。 因 为 这 段 序列 存在 于 Ila 亚 基 的 羧基 末端 ， 所 
以 称 之 为 碳 末 端 结构 域 (carboxyl-terminal domain, 
CTD). CTD 的 抗体 易 与 Ma 亚 基 发 生 反应 ， 但 不 会 
与 llb 发 生 相 互 作 用 ， 这 就 进一步 证 实 了 Ib 缺失 
CTD 的 结论 。 对 这 种 异 质 性 的 可 能 解释 是 ， 蛋 白质 
水 解 酶 切除 了 CTD， 将 Ia 转化 为 IIb。 由 于 在 体内 
没有 观察 到 IIb 的 存在 ， 所 以 ，IIb 可 能 是 在 纯化 
RNA RARE I 过 程 中 人 为 造成 蛋白 质 分 解 而 形成 
的 产物 。 事 实 上 ，CTD 的 序列 特征 表明 ，CTD 不 但 
不 会 折合 成 紧密 结构 ， 反 而 可 能 是 伸展 的 ， 易 受 蛋 
白质 水 解 酶 的 作用 而 降解 。 

那么 Uo 亚 基 的 情况 又 如 何 呢 ? 该 亚 基 比 Ha 
大 ,显然 不 是 由 lla 通过 水 解 形成 的 ， 而 可 能 是 Ha 
的 磷酸 化 产物 ， 该 结论 获得 了 若干 证 据 的 支持 。 首 
先 ， 蛋 白质 的 磷酸 化 修饰 主要 发 生 在 丝氨酸 、 苏 氨 
酸 的 羟基 ， 有 时 是 酷 氨 酸 的 羟基 上 ， 而 CTD 主要 由 


这 3 个 氨基 酸 组 成 的 事实 表明 ， 该 结构 域 很 可 能 会 
发 生 磷酸 化 修饰 。 事 实 上 ， 如 果 将 No 亚 基 与 磷酸 
WRR, Mo 亚 基 上 的 磷酸 基 团 可 被 去 除 而 转化 
为 Ja。 此 外 ， 在 Mo 亚 基 的 CTD 中 , 第 2 位 和 第 5 
位 丝氨酸 残 基 被 磷酸 化 。 

BBA, lo 与 Ma 之 间 分 子 质量 的 差异 仅仅 就 是 
由 于 磷酸 基 团 的 存在 与 否 ? 事实 显然 并 非 如 此 ， 即 
使 在 CTD 重复 52 次 的 哺乳 动物 RNA RANG I 中 
也 没有 发 现 大 量 磷酸 基 团 的 存在 ， 所 以 ， 我 们 必须 
另 寻 能 够 解释 Ilo 电泳 迁移 率 低 的 原因 。 或 许 是 
CTD 磷酸 化 后 引起 Ho 构象 发 生 改 变 ， 从 而 使 lo 的 
电泳 迁移 率 变 缓 ， 表 现 出 比 其 实际 大 小 大 得 多 的 行 
为 。 但是， 即使 蛋白 质 发 生 了 变性 ， 也 会 维持 已 有 
的 构象 。 图 10. 9 描述 了 Uo. Ma 和 Ilb 这 3 个 亚 基 
之 间 可 能 的 关系 。 


o 
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图 10.8 小 限 浆 细胞 疙 RNA 
聚合 酶 的 部 分 亚 基 结构 。 图 
左 侧 的 字母 o、a、b 代表 最 大 
亚 基 的 3 种 不 同形 式 ， 此 最 大 
亚 基 与 酵母 RNA 聚合 酶 I[ 的 
Rpbl 亚 基 相对 应 ， 亚 基 “与 
酵母 RNA 聚合 酶 II 的 Rpb2 
亚 基 相对 应 。 (Source: Sklar， 
V.E F., L.B Schwartz, and 
R. G. Roeder, Distinct molecu- 
lar structures of nuclear class 
1, II, and I DNA-dependent 
RNA polymerases. Proceedings 
of the National Academy of 
Sciences USA 72 (Jan 1975) 
p. 350, f. 2C.) 


IIb 


180 kDa 
图 10.9 RNA RAM I REKEM 
不 同形 式 之 间 可 能 存在 的 关系 。 
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细胞 内 Rpbl 亚 基 (llo 和 Wa) 存在 两 种 形式 的 
事实 暗示 RNA RAS UL 以 两 种 不 同 的 形式 存在 于 
细胞 内 ， 每 种 形式 的 RNA RAN 了 [包含 有 一 种 形 
式 的 Rpbl WH, 分 别称 之 为 RNA RAB UO 和 
RNA RAW IIA, AA Ib 亚 基 的 非 磷酸 化 RNA R 
AW I 则 被 称 为 RNA RAB IB, 

在 细胞 内 ， 聚 合 酶 IO 和 IIA 的 作用 相同 还 是 
截然 不 同 ” 有 充分 的 证 据 表明 ， 聚 合 酶 [IA CRNA 
聚合 酶 [1 的 非 磷酸 化 形式 ) 的 作用 是 起 始 与 启动 子 
的 结合 ， 而 聚合 酶 IO (CTD 被 磷酸 化 修饰 则 主 
要 执行 延伸 功能 。 由 此 可 见 ，CTD 的 磷酸 化 修饰 伴 
随 着 转录 由 起 始 向 延伸 的 过 渡 。 我 们 将 在 第 11 章 讨 
论 该 假说 的 相关 证 据 。 

小 结 醇 母 RPB1 基因 的 原初 产物 为 Ta 亚 
基 。Ila 亚 基 碳 末 端 功能 域 (CTD) 由 7 个 氨基 酸 
组 成 的 重复 序列 构成 ， 在 体外 ，CTD 可 被 蛋白 酶 
切除 而 使 Ha 转化 为 IIb。 此 外 ，CTD 上 的 2 个 丝 
氨 酸 可 被 磷酸 化 修饰 而 使 Ha 转化 为 io。 含有 Ia 
亚 基 的 RNA 聚合 酶 TIA 负责 与 启动 子 的 结合 ， 
含有 To 亚 基 的 RNA HEA ME TIO 负责 转录 的 延 
伸 。 


RNA 聚合 酶 开 的 三 维 结构 “正如 我 们 在 第 9 章 


所 了 解 到 的 那样 ， 获 得 蛋白 质 结构 信息 的 传统 方法 
是 进行 X 射 线 晶体 学 分 析 ， 利 用 该 方法 对 哮 热 水 生 
菌 (Thermus aquaticus) 和 T7 噬菌体 的 RNA 聚合 
酶 的 结构 进行 了 解析 。 但 直到 1999 年 ， 还 很 难 获得 
高 质量 的 RNA RAR I BAHT X 射线 晶体 学 研 
究 。 主要 的 问题 是 ， 在 结晶 过 程 中 有 些 酶 因 丢 失 
Rpb4 和 Rpb7 亚 基 而 导致 酶 的 异 质 性 〈 异 质 性 蛋白 
质 的 混合 物 不 易 形成 结晶 体 ) Roger Kornberg 及 同 
事 利用 缺失 Rbp4〈 同 时 也 缺失 Rpb7) 亚 基 的 酵母 
RNA RA IL SEA (pol IIA4/7) 成 功 克服 了 和 蛋 
白质 的 异 质 性 问题 ， 尽 管 不 能 在 启动 子 处 起 始 转录 ， 
但 该 酶 具有 转录 延伸 的 功能 。 因 此 ，pol IA4/7 完 
全 可 以 作为 分 析 延 伸 复 合体 结构 的 模型 ，2001 年 ， 
以 pol IIA4/7 晶体 为 研究 对 象 ， 获 得 了 分 辩 率 为 
2. 8A 的 X 射 线 品 体 图 像 。 

图 10. 10 显示 的 是 酵母 RNA 聚合 酶 U1 模型 的 
立体 图 像 ， 每 个 亚 基 用 不 同 的 色彩 标注 区 分 ， 图 右 
上 方 的 简 图 注 明了 各 个 亚 基 间 的 相对 位 置 。 此 酶 最 
突出 的 特征 是 催化 活性 位 点 位 于 一 个 很 深 的 DNA 
结合 裂 阶 中 ， 裂 阶 底 部 结合 有 一 个 Mg:” 。 张 开 的 
DNA 结合 裂隙 如 同 钳 状 结构 ， 上 半 部 分 由 Rpbl 和 
Rpb9 亚 基 组 成 ， 下 半 部 分 由 Rpb5 亚 基 形 成 。 


图 10. 10 酵母 RNA 聚合 酶 了 的 晶体 结构 。 图 下 方 的 立体 图 像 显 示 了 酵母 RNA RAR IT PH 10 个 
亚 基 缺少 Rpb4 和 Rpb7 亚 基 )， 亚 基 的 颜色 与 图 右上 方 结构 示意 图 中 的 相同 。 示 意图 中 白色 线条 
的 粗细 代表 两 个 亚 基 之 间作 用 的 强度 ， 在 立体 图 像 中 ， 紫 红色 球体 代表 位 于 活性 中 心 的 金属 离子 ， 
Zn 用 蓝 色 球体 表示 。(Source: Cramer, etal., Science 292: p. 1864. ) 
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Kornberg 及 同事 研究 低 分 辩 率 的 晶体 结构 图 像 
时 发 现 ，DNA 模板 位 于 酶 的 裂隙 之 中 ， 新 结构 图 像 
证 实 了 这 一 假说 。 研 究 显示 ， 酶 的 裂隙 由 碱 性 氨基 
酸 残 基 构成 ， 而 酶 的 表面 几乎 全 部 由 酸性 氨基 酸 构 
成 〈 图 10. 11， 前 视 及 俯视 )， 位 于 裂隙 中 的 碱 性 氨 
基 酸 残 基 有 助 于 酶 与 酸性 DNA 模板 的 结合 。 

对 所 有 单 亚 基 RNA 聚合 酶 及 DNA 聚合 酶 的 结 
构 研究 发 现 ， 活 性 中 心 结 合 有 2 个 金属 离子 ， 由 此 
提出 了 依赖 于 2 个 金属 离子 的 催化 机 制 。 先 前 对 酵 
母 RNA 聚合 酶 II 晶体 结构 进行 研究 时 ， 在 催化 中 
心 只 发 现 了 1 个 Mg:+ ， 然 而 ， 高 分 辨 率 的 晶体 结构 
图 像 显 示 ， 在 催化 中 心 确实 存在 2 个 Mg** ， 尽 管 其 
中 的 一 个 信号 较 弱 。Romberg 及 同事 推测 信号 强 的 
Mg’* (metal A) 与 活性 中 心 结 合 紧密 ， 信 号 弱 的 
Mg** (metal B) 与 活性 中 心 结合 松散 ， 可 能 参与 
结合 核 苷 酸 底 物 。 金 属 离子 A 与 Rpbl 亚 基 的 3 个 
保守 天 冬 氨 酸 残 基 (D481、D483 和 D485) 紧密 结 


前 视 


合 ， 金 属 离子 B 被 3 个 酸性 氨基 酸 残 基 所 包围 ， 即 
Rpbl 亚 基 的 D481, Rpb2 亚 基 的 E836 和 E837。 在 
晶体 结构 中 ， 这 些 和 氨基酸 残 基 与 金属 离子 B 相距 较 
远 ， 但 在 催化 反应 过 程 中 能 够 靠近 并 结合 金属 离子 
B， 在 催化 中 心 形成 适当 的 构象 以 促进 聚合 反应 。 
如 同 我 们 在 第 6 章 学 过 的 ， 聚 合 酶 能 够 发 生 暂 
停 并 向 后 移动 ， 将 初生 RNA 链 的 3' 端 排出 酶 外 。 
酶 底部 的 小 孔 称 为 孔 1 (pore 1)， 是 RNA 产物 从 酶 
中 排出 的 位 点 (图 10. 11， 俯 视图 )， 这 一 假说 得 到 
了 新 晶体 结构 图 像 的 支持 。 孔 1 通 向 酶 底部 的 一 漏 
斗 状 结构 ， 并 被 同 源 的 细菌 RNA 聚合 酶 所 证 实 ， 
位 于 漏斗 内 的 B' 亚 基 与 排出 的 RNA 链 末 端 发 生 交 
联 。 此 外 ， 能够 引发 外 突 DNA 发 生 切 割 的 延伸 因 
子 TFIIS (第 11 章 ) 显然 结合 在 漏斗 状 内 ， 这 一 发 
现 与 下 列 事实 相 吻合 ， 即 能 够 与 TFIIS 发 生 相 互 作 
用 的 Rpbl 亚 基 上 的 氨基 酸 残 基 位 于 漏斗 的 外 缘 。 
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图 10.11 酵母 RNA 聚合 酶 下 的 表面 结构 特征 。 在 3 种 视图 中 ， 其 表面 静电 势 分 别 用 红色 表示 
负 《〈 酸 性 )、 蓝 色 表示 正 〈 碱 性 )、 白 色 表示 中 性 。 在 俯视 或 仰视 图 中 ， 可 以 观察 到 用 粉红 色 小 
球体 表示 的 、 位 于 活性 中 心 的 金属 离子 ， 钳 、 阻 隔 墙 等 各 种 特征 均 在 图 中 标注 。 在 仰视 图 中 ， 
大 椭圆 标注 的 位 置 是 TFIIS 的 结合 位 点 ， 小 椭圆 标注 的 位 置 是 e 芍 膏 理 碱 的 结合 位 点 ， 尾 号 是 
指 与 E.coli RNA 聚合 酶 相似 的 保守 序列 的 起 点 ， 该 序列 能 够 与 排出 的 RNA 链 的 3' 端 发 生 交 
WK. (Source: Cramer, etal., Science 292; p. 1872. ) 


Komberg 及 同事 将 RNA RANE IL 晶体 浸泡 于 不 
同 成 分 的 溶液 中 ， 使 晶体 不 断 收缩 而 获得 了 高 分 辩 素 
的 新 晶体 结构 图 像 。 通 过 该 结晶 程序 获得 了 体积 渐 小 
的 两 类 晶体 ， 其 相应 的 结构 称 之 为 构 型 1 和 构 型 2。 
除了 能 够 提供 高 分 辨 率 的 结构 信息 外 ，Komberg 及 同 
事 还 根据 这 两 种 结构 的 异同 ， 观 察 酶 结构 中 哪些 部 分 
能 够 保持 固定 不 变 ， 哪 些 部 分 会 变换 构 型 。 

钳 组 件 (clamp module) 可 发 生 最 显著 的 移动 ， 
移动 距离 可 达 14A。 在 构 型 1 中 ， 错 结构 处 于 相对 
闭合 状态 ， 若 不 发 生 夸 曲 ， 则 很 难 想象 DNA 可 以 
结合 在 裂隙 中 。 然 而 ， 在 构 型 2 中 ， 错 结构 向 后 押 
动 ， 处 于 打开 状态 ， 如 图 10. 12 所 示 能 够 接纳 线性 
DNA 分 子 。 该 模型 推测 ， 在 转录 起 始 复合 体 中 


DNA 模板 与 钳 结构 的 Rpb9 亚 基 在 酶 的 一 侧 相 接 
触 ， 位 于 酶 碱 性 裂隙 中 的 DNA 分 子 靠近 酶 的 活性 
中 心 ， 并 在 酶 的 男 一 侧 与 鞍 状 结构 相 接 触 ， 该 假说 
也 获得 了 遗传 学 证 据 的 支持 。DNA 进入 酶 分 子 内 的 
可 能 途径 包括 Rpb9 钳 、Rpbl 和 Rpb2 裂隙 中 的 氨 
基 酸 残 基 发 生 突变 都 会 产生 致死 效应 或 影响 转录 的 
起 始 。 该 模型 的 大 部 分 信息 都 是 正确 的 ， 但 本 章 后 
面 引 用 的 最 新 研究 数据 显示 ， 酶 与 DNA 的 结合 绝 
不 是 酶 的 错 状 结构 打开 以 接纳 双 链 DNA 分 子 那样 
简单 。 事 实 上 ,在 与 启动 子 DNA 发 生 相互 作用 时 ， 
酶 的 错 状 结构 处 于 闭合 状态 ， 这 一 发 现 提示 ,启动 
子 DNA 在 酶 的 表面 发 生 熔 解 ， 只 有 模板 链 能 够 进 
人 裂隙 中 的 活性 位 点 ， 而 非 模板 链 则 留 在 外 面 。 
。225。 
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图 10. 12 在 起 始 复合 体 中 ， 含 启动 子 的 直线 双 链 DNA 的 结合 途径 模型 。 (a) 俯视 图 。 钳 状 结构 
(红色 ) 处 于 打开 状态 ， 允 许 直线 DNA 分 子 进入 裂 腺 。 转 录 起 始 位 点 折线 箭头 ) 和 TATARE 
在 图 中 标注 。 活 性 中 心 的 金属 离子 用 紫红 色 球 体 表示 。Rpb9 Hh, RAR EE) 以 及 阻隔 墙 〈 紫 
色 ) 也 在 图 中 标明 。 位 于 TATA 盒 与 聚合 酶 表面 之 间 的 TFIIB 的 位 置 用 黑色 虚线 标 出 ，TFIB BE 
白 与 Rpbl CTD 的 接头 重 倒 。 用 黄色 突出 的 位 点 是 指 此 位 点 发 生 突变 会 影响 转录 的 起 始 。(b) 背 
视图 。 可 观察 到 位 于 钳 〈 红 色 ) 和 阻隔 墙 (紫色 ) 之 间 的 DNA 分 子 。 (Source: Cramer, et al. , 


Science 292; p. 1873.) 


在 第 11 章 将 学 习 通 用 转录 因子 TFTID 与 启动 子 
特异 位 点 TATA RAR, TATA 盒 位 于 转录 起 始 
点 上 游 约 25bp 4t, TRIB 是 连接 TFIID 与 聚合 酶 工 
的 桥梁 因子 ， 将 聚合 酶 [定位 在 正确 的 起 始 位 置 处 。 
图 10. 12 所 示 的 模型 与 下 列 假说 相 一 致 ， 假 定 TATA 
盒 与 转录 起 始 位 点 间 的 DNA 是 线性 结构 ， 那 么 ， 结 
合 在 TATA 盒 上 的 TFTID 与 结合 在 转录 起 始 位 点 上 
的 RNA 聚合 酶 T AER 5 TFIIB 的 大 小 相 吻合 。 

由 于 RNA 聚合 酶 之 间 存 在 着 高 度 同 源 性 ， 酵 
A RNA RAME IL 的 结构 对 于 研究 其 他 RNA 聚合 酶 
是 十 分 有 用 的 。 特 别 是 ， 醇 母 RNA RAM SA 
类 RNA 聚合 酶 II 有 53% 的 序列 一 致 性 . 而 且 ， 
Kornberg 及 同事 最 初 在 酵母 RNA 聚合 酶 TL 中 鉴定 
出 的 10 个 亚 基 与 酵母 另 两 个 聚合 覆 的 亚 基 完 全 一 致 
或 高 度 同 源 。 另 外 ,酵母 RNA 聚合 酶 II 的 催化 核 
心 在 序列 和 形状 上 十 分 类 似 于 细菌 聚合 酶 的 催化 核 
心 。 因 此 ， 从 酵 攻 RNA 聚合 酶 由 获得 的 结构 信息 
可 以 指导 分 子 生物 学 家 深入 研究 酶 的 功能 ， 并 可 开 
展 有 关 其 他 RNA 聚合 酶 的 结构 与 功能 研究 。 


小 结 原子 级 分 辨 率 的 酵母 RNA 聚合 酶 I 
(pol ILA4/7) 的 结构 显示 ， 酶 内 具有 一 个 很 深 的 
裂隙， 能 够 接纳 两 个 末端 之 间 的 线性 DNA 模板 。 
结合 有 一 个 Mg 催化 活性 中 心 位 于 列队 底部 ， 
第 二 个 Me 以 较 低 的 浓度 存在 ， 可 能 参与 酶 与 
核 苷 酸 底 物 的 结合 过 程 。 线 性 DNA 模板 与 聚合 
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酶 复合 体 的 几何 结构 显示 ， 该 复合 体 具有 足够 的 
空间 ， 以 利于 TFIID 与 启动 子 TATA 全 的 结合 ， 
以 及 TFIIB 将 聚合 酶 连接 到 TFIID E, MTRK 
合 酶 工 定位 在 正确 的 起 始 位 点 处 。 


RNA RAM 也 在 延伸 复合 体 中 的 三 维 结构 “在 
上 节 内 容 中 介绍 了 酵母 RNA RAN [1 在 原子 级 分 
辩 率 层面 上 的 结构 特征 ， 并 假定 DNA 模板 结合 在 
酶 的 活性 中 心 。 但 是 ，Kornberg 及 同事 通过 研究 确 
U, 在 延伸 复合 体 中 ， 酵 母 RNA RAM 11 既 与 
DNA 模板 结合 ， 又 与 RNA 产物 结合 。 该 复合 体 蝇 
体 结构 图 像 的 分 辨 率 〔3. 3A) 并 不 高 于 聚合 酶 自身 
晶体 结构 图 像 的 分 辩 素 ， 但 却 提供 了 有 关 酶 与 DNA 
BUR. RNA 产物 之 间 相互 作用 的 大 量 信息 。 

为 诱导 RNA 聚合 酶 11 在 没有 任何 转录 因子 协 
助 下 起 始 转录 ，Kornberg 及 同事 用 3' 端 带 有 单 链 
oligo [dC] 尾 的 DNA 分 子 作 模板 ， 此 模板 可 使 
RNA 聚合 酶 I[ 在 与 双 链 区 相距 2 或 3 RR 
链 位 点 处 起 始 RNA 的 转录 。 而且， 实验 设计 的 模 
板 可 使 聚合 酶 在 缺乏 UTP 的 条 件 下 转录 合成 长 度 为 
14 个 核 苷 酸 的 RNA 产物 ， 直 到 在 第 一 次 需要 UTP 
时 RNA 聚合 酶 才 会 停止 转录 。 这样， 在 反应 体系 
中 就 会 形成 大 量 同 质 均一 的 延伸 复合 体 ， 同 时 反应 
体系 中 也 混 有 未 与 DNA 结合 的 无 活性 聚合 酶 ， 这 
些 无 活性 RNA 聚合 酶 可 通过 肝素 层 析 柱 去 除 。 作 
为 一 种 多 阴离子 表面 活性 剂 ， 如 果 酶 的 裂 承 未 被 


DNA 所 占据 ， 肝 素 就 能 够 与 酶 的 碱 性 裂隙 结合 。 
以 , 无 活性 的 聚合 酶 能 够 与 层 析 柱 上 的 肝素 结合 ， 
而 具有 活性 的 延伸 复合 体 则 能 够 通过 层 析 柱 ， 这 些 
均 质 的 延伸 复合 体 可 被 结晶 析出 。 

图 10. 13a 显示 了 延伸 复合 体 及 酶 自身 的 晶体 结 
构 。 除 了 在 延伸 复合 体 中 存在 核 苷 酸 之 外 ， 这 两 个 晶 
体 结构 最 显著 的 不 同 在 于 钳 所 处 的 位 置 。 在 酶 自身 的 
晶体 结构 中 ， 钳 状 结构 面向 活性 位 点 ， 处 于 打开 状 
态 。 但 在 延伸 复合 体 的 晶体 结构 中 ， 钳 状 结构 环抱 着 
DNA 模板 和 RNA 产物 ， 从 而 使 酶 在 转录 一 个 完整 基 
因 时 具有 很 高 的 进行 性 〈processive) ， 避 免 在 转录 过 
程 中 ， 酶 与 模板 脱离 而 造成 转录 的 提早 终止。 

图 10. 13b 显示 了 延伸 复合 体 的 近 观 结构 ， 其 中 


图 10.13 延伸 复合 体 的 晶体 
结构 。(a) 游离 RNA RANE IL 
Ch) 与 延伸 复合 体 ( 下 ) 的 晶 
体 结构 比较 。 用 黄色 突显 钳子 
结构 ，DNA 模板 链 、DNA 非 
模板 链 、RNA 产物 分 别 用 蓝 
色 、 绿 色 和 红色 表示 。 (b) 延 
伸 复 合体 的 详细 图 示 。 颜 色 标注 
与 a) 相同 ， 活 性 中 心 的 金属 
离子 用 紫红 色 球体 表示 ， 桥 梁 螺 
旋 用 绿色 表示 。(Source: Gnatt,et 
al. „Science 292:p. 1877. ) 


在 延伸 复合 体 中 ，Mg*” (金属 A) 处 于 能 够 与 
连接 十 1 和 一 1 核 背 酸 (最 新 添加 到 正在 生长 的 
RNA 链 上 的 2 EFA) 之 间 的 磷酸 基 团 相 结合 的 
位 置 上 (图 10. 14a) 。 延 伸 复合 体 缺失 了 金属 B， 可 
能 是 由 于 在 最 新 添加 到 RNA 链 上 的 核 背 酸 释放 焦 
磷酸 时 ， 人 金属 B 伴随 着 焦 磷酸 一 同 与 复合 体 解 离 。 
十 1 位 核 苷 酸 恰好 位 于 和 孔 1 的 人 口 处 〈 图 10. 14b) , 
表明 核 背 酸 通 过 孔 1 进入 酶 的 活性 位 点 。 事实 也 是 
如 此 ， 在 酶 分 子 中 已 没有 空间 允许 核 华 酸 通过 其 他 
途径 进入 酶 的 活性 位 点 ， 除 非 核 苷 酸 和 蛋白质 的 位 
置 发 生 显著 重 排 ， 而 且 ， 当 RNA 聚合 酶 发 生 倒 退 
Bf, fL 1 恰好 位 于 RNA 链 3' 端 从 酶 中 排除 的 位 置 
ab. RAHIRA EME RNA 聚合 酶 才 会 出 
现 倒退 行为 ， 使 错 配 核 苷 酸 外 露 ， 便 于 结合 在 孔 1 
另 一 末端 通道 内 的 TFIIS 将 此 错 配 核 苷 酸 切除 。 

图 10. 14b 也 阐明 了 盖 、 舵 和 拉链 这 3 个 外 突 于 
钳 的 环 结构 的 可 能 作用 。 这 3 个 环 通过 其 所 在 的 位 
秆 而 对 转录 过 程 中 的 几 个 重要 事件 产生 特定 的 影响 ， 
如 转录 泡 的 形成 和 维持 、RNA-DNA 杂交 分 子 的 解 


将 酶 的 部 分 结构 切除 以 利于 展现 结合 在 酶 裂隙 中 的 
核 背 酸 。 该 结构 具有 以 下 几 个 明显 的 特征 : 首先， 
9bp 长 的 DNA-RNA 杂交 分 子 〈 由 DNA 模板 链 与 
RNA 产物 杂交 形成 ) 的 对 称 轴 相 对 于 还 在 被 转录 的 
下 游 DNA 双 螺 旋 而 言 具 有 一 定 的 角度 。 该 村 曲 在 
钳 状 结构 闭合 过 程 中 会 受到 压力 ， 但 位 于 DNA- 
RNA 杂交 体 与 下 游 DNA 双 螺 旋 之 间 的 单 链 DNA 
有 利于 该 弯曲 的 形成 。 其 次 ， 具 有 催化 作用 的 
Mg 位 于 活性 中 心 ， 该 位 点 能 够 将 单个 核 苷 酸 添加 
到 正在 生长 的 RNA 链 上 。 该 离子 就 是 聚合 酶 自身 
晶体 结构 中 的 金属 A。 最 后 ， 桥 梁 螺 旋 (bridge he- 
lix) 穿越 酶 活性 位 点 附近 的 裂 除 。 在 本 节 后 面 内 容 
中 ， 我 们 将 详细 探讨 桥梁 螺旋 的 结构 特征 及 功能 。 


钳 的 
Kg 


离 。 如 果 RNA-DNA 杂交 分 子 长 度 继续 延伸 超过 
9bp 时 ， 舵 形 蛋 白 就 会 产生 阻碍 作用 ， 促 使 杂交 分 
子 发 生 解体 。 

Kornberg 及 同事 注意 到 ， 在 延伸 复合 体 中 桥梁 
螺旋 为 直线 结构 ， 但 在 细菌 聚合 酶 晶体 结构 中 则 呈 
恋 曲 状态 ， 该 读 曲 发 生 在 Thr831 和 Ala832 这 两 个 
保守 氨基 酸 残 基 附近 ， 弯 曲 的 桥梁 螺旋 可 阻止 核 音 

与 活性 位 点 的 结合 。 由 此 可 推测 桥梁 螺旋 可 能 在 
转 位 时 起 作用 ， 如 图 10. 15 所 示 。 他 们 认为 ， 桥 梁 
螺旋 在 转 位 步骤 中 能 够 不 断 改变 自己 的 构象 ， 在 直 
线 与 弯曲 两 种 构象 间 来 回 变换 。 当 桥梁 螺旋 处 于 直 
线 构 象 时 ， 新 添加 的 核 背 酸 通过 位 于 活性 位 点 下 方 
的 孔 1 进入 处 于 打开 状态 的 活性 位 点 ， 聚 合 酶 便 将 
此 核 苷 酸 添加 到 正在 生长 的 RNA 链 的 3' 端 ， 填 充 
了 直线 型 桥梁 螺旋 与 RNA 链 3' 端 之 间 的 间隙 。 伴 
随 着 转 位， 桥梁 螺 旋 构 象 发 生 改变 ， 转 换 为 弯 折 状 
态 。 转 位 结束 后 ， 桥 梁 螺 旋 又 恢复 到 原来 的 直线 构 
象 , 与 RNA 链 3' 端 之 间 拉 开 既 离 ， 然 后 重复 上 述 
过 程 。 
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红色 ， 实 线 表示 处 于 晶体 结构 中 的 核 苷 酸 ， 虚 线 表示 处 于 晶体 结构 外 的 核 苷 酸 。 


/ 
显示 聚合 酶 ![ 的 元 件 
图 10. 14 转录 泡 。(a) 核 苷 酸 的 位 置 。DNA 模板 链 为 蓝 色 ，DNA 非 模板 链 为 绿色 ，RNA 分 子 为 


(b) BABS 


RNA 育 合 酶 I 中 的 关键 元 件 。RNA 聚合 酶 RICHIE (a) PABA, MOTE 
包括 突出 于 钳 的 蛋白 质 环 CE, BE. MED, MR 1 和 2、 桥梁 螺旋 、 漏 斗 结 构 、 孔 1 和 阻隔 塘 。 
(Source: Adapted from Gnatt, A.L., P.Cramer, J.Fu, D. A. Bushnell, and R. D. Kornberg, 
Structural basis of transcription; An RNA polymerase II elongation complex at 3.3A resolu- 


tion. Science 292 (2001) p. 1879, f.4.) 
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(a) b) 

图 10.15 转 位 机 制 。(a) 模型 。 桥 梁 螺 旋 最 初 处 
于 直线 构象 状态 ERE), HEER (NTP) it 
入 活性 位 点 而 空 出 间隙， 活性 位 点 用 黄色 圆 环 
(金属 A) PRE. HARARE, BAF MIS BIE 
在 生长 的 RNA 链 (红色 ) 的 3' 端 填充 RNA 链 
的 3 端 与 处 于 直线 构象 状态 的 桥梁 螺旋 之 间 的 间 
隙 。 在 转 位 步骤 中 ，RNA-DNA 杂交 分 子 向 左 移 
动 一 个 碱 基 的 距离 ， 使 模板 链 的 下 一 个 核 彰 酸 进 
人 活性 位 点 ， 同 时 ， 桥 梁 螺旋 发 生 弯曲 〈 用 绿色 
圆 点 表示 )， 继 续 与 RNA 分 子 的 末端 相 接触 。 当 
桥梁 螺旋 恢复 到 直线 构象 〈 左 侧 箭头 ) 状态 时 ， 
再 次 打开 核 苷 酸 入 口 ， 使 活性 位 点 允许 另 一 个 核 
AMAA. (b) 桥梁 螺旋 的 直线 构象 和 弯曲 构 
象 。 橙 黄色 螺旋 代表 直线 构象 ， 绿 色 螺旋 代表 弯 
曲 构象 。 弯 曲 桥梁 螺旋 与 正在 生长 的 RNA 链 的 末 
端 十 分 靠近 。 (Source: Adapted from Gnatt, 
A.L., P.Cramer, J.Fu, D.A. Bushnell, and 
R. D. Kornberg, Structural basis of transcription; 
An RNA polymerase TI elongation complex at 3. 3 A 
resolution. Science 292 (2001) p. 1880, f. 6. ) 
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转 位 假说 的 进一步 证 据 来 自 酵母 RNA 聚合 酶 11 
与 RAR MORELA Mh KRISH, RY RE WDR H i 
合 位 点 十 分 靠近 桥梁 螺旋 ， 两 者 之 间 可 形成 氢 键 。 
oq 笋 育 尊 碱 的 结合 会 严重 抑制 转 位 所 必需 的 桥梁 螺 
BERS AN PIRATE AR RCRA To RT BEL 
RNA HARER AERA FO SEA BR AF 
ERREA. ERR MEERE, RART 
阻 断 转 位 ， 进 而 抑制 RNA 的 合成 。 


A REE RNA RAM II (缺失 Rpb4/7 亚 
基 ) OE RAE NL A A ARS HO ASD HR 
AE RE HF EBL Y RNA-DNA 杂交 
分 子 ， 确 保 转录 过 程 中 的 进行 性 。 此外， 钳 的 3 
个 环 结构 一 一 能 、 盖 和 拉链 分 别 在 下 列 事件 中 发 
挥 重要 作用 :引发 RNA-DNA HINER. H 
持 解 离 状态 、 维 持 模板 DNA 的 解 离 。 酶 的 活性 
中 心 位 于 孔 1 的 未 端 ， 此 无 是 核 替 酸 进入 酶 的 通 
道 ， 也 是 在 聚合 酶 发 生 倒退 时 RNA 逐 出 的 通道 
桥梁 螺旋 位 于 活性 中 心 附近 ， 该 螺旋 的 可 搅 性 对 
转录 过 程 中 的 转 位 是 至 关 重 要 的 。a AAEM 
桥梁 曲 旋 附近 位 点 的 结合 会 严重 抑制 桥梁 是 族 厅 
曲 构象 的 形成 ， 从 而 阻 断 了 转 位 - 


转 位 后 RNA RAM I 的 三 维 结构 。Kornberg 
及 同事 在 制备 转录 复合 体 的 晶体 时 ， 由 于 复合 体 处 
于 进行 转录 的 过 程 中 ， 其 RNA 的 两 个 末端 并 不 是 


处 于 自然 状态 。 在 3 端 ， 聚 合 酶 已 发 生 倒退 ， 没 有 
可 接纳 下 一 个 核 苷 酸 的 空位 ; 在 5' 端 ， RNA-DNA 
杂交 分 子 并 没有 发 生 解 旋 ， 也 就 无 法 鉴定 聚合 酶 在 
杂交 分 子 解 旋 过 程 中 的 作用 。2004 年 ，Kornberg 及 
同事 在 克服 了 上 述 所 有 的 问题 后 ,制备 了 另 一 个 结 
晶 复合 体 。 研 究 者 将 长 度 为 15nt 的 DNA SERIE AR 
链 以 及 长 度 为 9bp 且 与 DNA 互补 的 RNA 分 子 同时 
与 聚合 酶 结合 ， 形 成 人 工 转录 复合 体 ， 然 后 通过 向 
反应 体系 中 加 入 1 分 子 的 3' -脱氧 腺 苷 而 终止 链 的 延 
伸 ， 从 而 使 转录 复合 体 在 终止 转录 前 已 完成 了 转 位 。 

X 射线 晶体 衔 射 图 像 显 示 ， 该 复合 体 与 以 前 获 
得 的 复合 体 在 核 华 酸 方 面 存在 着 两 个 显著 的 差异 。 
第 一 ，RNA 链 3 端的 十 1 位 点 处 于 空位 状态 ， 可 接 
纳 下 一 个 核 苷 酸 ， 这 正 是 转 位 后 复合 体 应 有 的 特征 。 
第 二 ,在 RNA 链 的 5' 端 ，RNA 链 与 DNA 链 在 形 
成 8 个 碱 基 对 的 杂交 区 域 后 就 明显 处 于 解 离 状态 ， 
与 其 他 实验 数据 相 一 致 ， 即 RNA-DNA 杂交 分 子 的 
长 度 大 约 为 8bp。 

晶体 结构 还 揭示 了 RNA 聚合 酶 中 参与 RNA- 
DNA 杂交 分 子 解 离 的 部 分 。 图 10. 16 显示 了 RNA 
合 酶 3 个 环 〈Rpbl 亚 基 的 盖 和 舵 、Rpb2 亚 基 的 又 环 
D 的 位 置 ， 而 以 前 的 晶体 结构 未 能 清晰 地 显示 这 3 
个 环 在 聚合 酶 中 的 位 置 。 这 些 蛋 白质 环 所 在 的 位 置 说 
明 它 们 在 RNA-DNA 杂交 分 子 的 解 离 过 程 中 起 重要 作 
用 。 盖 可 形成 导致 RNA 链 与 DNA 链 分 离 的 棉 形 结 
构 ， 该 栅 形 结构 能 够 与 RNA 链 的 一 8 位 、 一 9 位 和 
一 10 位 碱 基 发 生 相 互 作用 ， 另外, 棉 形 结构 中 的 
Phe252 可 与 DNA 链 的 一 10 位 碱 基 发 生 相 互 作 用 ， 这 
些 相互 作用 不 仅 促进 RNA 链 与 DNA 链 的 分 离 ， 而 
ELA RNA 链 与 DNA 链 保持 分 离 状 态 。 

舵 似乎 并 不 直接 参与 链 的 分 离 ， 但 可 与 DNA. 
链 的 一 9 和 一 10 位 〈 可 能 包括 一 11 位 ) 碱 基 发 生 相 
互 作 用 ， 与 盖 协 同 发 挥 功 能 ， 保 持 链 的 分 离 状 态 。 
在 RNA-DNA 杂交 分 子 中 ,， 叉 环 1 与 RNA 链 的 
一 5、 一 6 和 一 ? 位 碱 基 相互 作用 ， 又 环 1 在 该 位 置 
不 能 促进 杂交 分 子 的 解 离 ， 其 可 能 的 作用 是 防止 杂 
交 分 子 过 长 ， 使 RNA-DNA 杂交 分 子 保持 约 8 个 碱 
基 对 的 长 度 。 

小 结 X 射线 晶体 衍射 图 像 显 示 ，Rbpl 亚 
基 的 盖 可 与 RNA-DNA 杂交 分 子 中 的 初生 RNA 
链 的 碱 基 相 互 作用 ， 使 杂交 分 子 在 8bp 区 域 之 后 
解 链 。 从 而 导致 杂交 的 碱 基 对 不 超过 8 个 、Rbpl 
亚 基 的 舵 可 与 DNA 模板 链 上 的 一 9 和 一 10 位 碱 
基 相 互 作用 ， 与 盖 协 同 保持 链 的 分 离 状态 。Rbp2 
亚 基 的 又 环 工 可 与 RNA 链 的 一 5、 一 6 和 一 7 位 
碱 基 相 互 作用 ， 使 RNA-DNA 杂交 分 子 的 长 度 维 
持 在 8 个 碱 基 对 左右 。 


(a) (b) 


图 10.16 Rbpl 与 Rbp2 亚 基 的 3 个 蛋白 质 环 相 
对 于 模板 -转录 物 杂 交 分 子 的 位 置 。(a) 3 个 环 与 
杂交 分 子 相互 作用 的 电子 密度 图 示 。 梅 黄色 表示 
Rbp2 亚 基 的 叉 状 环 1， 绿 色 表示 Rpbl 亚 基 的 
舵 ， 紫 红色 表示 Rpbl WI, (b) 图 中 显示 了 环 
中 与 杂交 分 子 发 生 相 互 作 用 的 那些 氨基 酸 残 基 。 
和 氨基酸 的 碳 骨 架 用 黄色 表示 ， 氮 原子 用 蓝 色 表 
示 。 (Source: (a-b) Reprinted with permission 
from Science, Vol.303, David A, Bushnell, 
Kenneth D. Westover, Ralph E. Davis, Roger 
D. Kornberg, “Structural Basis of Transcription: 
An RNA Polymerase II-TFUB Cocrystal at 4.5 
Angstroms” Fig. 2 c&d, p. 1015, Copyright 
2004, AAAS) 


碱 基 选 择 的 结构 原则 ”在 2004 年 的 另 一 篇 论文 
中 ，Kornberg 及 同事 报道 了 不 同 转 位 后 复合 体 的 X 
射线 衍射 晶体 衍射 图 像 的 分 析 数 据 。 首 先 ， 研 究 者 
将 一 组 如 图 10. 17 RHA A RE TE RG RNA 
FEAT EA, ATA RY TER RE tl BOD 
SARE DNA 模板 、 长 度 为 10nt 的 RNA 产物 ， 其 3/8 
的 核 将 酸 为 3 -脱氧 腺 苷 。 我 们 在 前 面 已 了 解 到 ， 位 
于 未 端的 3 -脱氧 腺 苷 可 阻止 其 他 核 苷 酸 在 RNA 链 
上 的 添加 ， 从 而 使 RNA 了 集合 酶 停留 在 转 位 后 状态 。 
研究 者 将 该 复合 体 的 晶体 分 别 浸泡 于 含有 能 与 DNA 
模板 链 的 下 一 个 核 背 酸 正确 配对 的 核 苷 酸 (UTP) 
的 溶液 中 ,或 浸泡 于 含有 不 能 与 DNA 模板 链 下 一 
个 核 苷 酸 正确 配对 的 核 苷 酸 溶液 中 。 对 所 得 的 晶体 
进行 X 射线 衍射 晶体 图 像 分 析 时 发 现 ， 
ondiod MOE 
TAGCAGACGAATAGCCATC 
soTOCTTATCOGTAG 


图 10.17 用 于 模拟 转录 复合 体 的 人 工 合成 的 喜 
聚 核 苷 酸 复 合 物 。 蓝 色 表示 DNA 模板 链 ， 绿 色 
表示 非 模板 链 ， 红 色 表示 RNA 链 ， 其 末端 为 链 
终止 核 苷 酸 3 脱氧 腺 背 紫色) 。 
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两 者 之 间 存 在 显著 的 不 同 : 错 配 核 苷 酸 邻 近 正确 核 
苷 酸 应 占据 的 位 置 ， 相 对 于 正确 核 苷 酸 而 言 ， 错 配 


(a) 


核 背 酸 发 生 了 倒转 〈 图 10.18). 


(b) 


图 10.18 ”分别 位 于 A 位 点 和 EE 位 点 的 正确 配对 (a) 与 错 配 (b) AM. HAL ERARE 
位 点 的 金属 离子 ， 分 别 标注 为 金属 A 和 金属 B。DNA 分 子 为 蓝 色 , RNA 分 子 为 红色 ， 位 于 A 位 点 和 


下 位 点 的 核 背 酸 为 黄色 。 绿 色 螺 旋 管 为 RNA 聚合 酶 中 的 桥梁 螺旋 。 


(Source; Reprinted from Cell, 


Vol. 119, Kenneth D. Westover, David A. Bushnell and Roger D. Kornberg, “Structural Basis of Tran- 
scription; Nucleotide Selection by Rotation in the RNA Polymerase II Active Center,” p. 481-489, 


Copyright 2004 with permission from Elsevier. ) 


分 析 数据 显示 ， 在 RNA 聚合 酶 II 的 活性 位 点 
处 有 两 个 截然 不 同 的 核 苷 酸 结合 位 点 。 一 个 是 以 前 
就 已 知 并 命名 的 磷酸 二 酯 键 形 成 位 点 ， 即 A 位 点 
CA site) ,第 二 个 是 EE 位 点 (E site)， 即 “进入 ”的 
意思 ， 核 苷 酸 先 与 该 位 点 结合 ， 然 后 才能 进入 A 位 
JK. Alexander Goldfard 及 同事 对 E. coli RNA 聚合 
酶 的 生化 研究 已 预测 了 该 位 点 的 存在 。 

这 两 个 位 点 具有 一 定 的 重 登 ，Kornberg 及 同事 
注意 到 ， 核 苷 酸 通过 进入 通道 移 向 A 位 点 时 必须 先 
经 过 EE 位 点 。 从 下 位 点 进入 A 位 点 时 ， 核 苷 酸 会 发 
生 旋转 ， 这 种 旋转 有 何 功 能 性 意义 ? Kornberg 及 同 
事 推测 可 能 与 核 背 酸 的 专 一 性 有 关 。 正 确 配 对 的 核 
PRAT RE ECAH BCA HF RE DEA, A, x 
MEPL AO OBS BUR Eb RK 
糖 核 苷 酸 之 间 的 特异 性 〈 核 糖 的 特异 性 )， 但 是 唱 体 
结构 图 像 并 没有 给 出 有 关 这 种 特异 性 原则 的 其 他 线 
索 〈 聚 合 酶 的 氨基 酸 侧 链 并 不 靠近 A 位 点 或 下 位 点 
HERH 2 -羟基 ， 不 会 有 氢 键 的 形成 ， 所 以 只 能 解 
释 为 核糖 的 特异 性 )。 

晶体 结构 也 进一步 证 实 活性 位 点 确实 结合 有 2 
个 金属 离子 。 其 中 一 个 离子 (金属 A) 会 永久 地 结 
合 在 酶 的 活性 位 点 上 ， 而 另 一 个 离子 (金属 B) 进 
入 酶 的 活性 位 点 后 会 结合 在 正 被 摊 人 的 核 音 酸 上 
(结合 在 B 磷 酸 和 yE). 与 以 前 的 结构 信息 相 
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反 ， 最 新 结构 信息 显示 ， 这 两 个 金属 离子 具有 相等 
的 结合 强度 。 所 以 ， 在 RNA RAMH, BRB 
键 的 形成 机 制 有 赖 于 活性 位 点 上 的 2 个 金属 离子 。 

小 结 ” 在 穿 过 人 口 移 向 RNA 聚合 酶 开 活性 
位 点 过 程 中 ， 正 被 摊 人 的 核 苷 酸 必须 先进 入 忆 
(进入 ) 位 点 ， 而 A 位 点 是 磷酸 二 酯 键 形 成 的 位 
点 。 相 对 于 在 A 位 点 时 的 位 置 而 言 ， 该 核 霸 酸 在 
EMAAR T Be. EM A 位 点 具有 一 定 的 重 
Be. 在 EE 和 和信 位 点 之 间 核 背 酸 发 生 的 旋转 可 能 与 
碱 基 和 楼 的 特异 性 识别 有 关 。 活 性 位 点 结合 有 2 
个 金属 离子 (Mg? 或 Méi), 其 中 一 个 会 永久 
地 结合 在 酶 的 活性 位 点 上 ， 而 另 一 个 进 大 活性 位 
点 ， 与 正 被 挫 人 的 核 戎 酸 结合 : 

Rbp4 和 Rbp7 的 功能 ”已 讨论 过 的 研究 为 我 们 
了 解 RNA 聚合 酶 ]] 的 结构 和 功能 提供 了 大 量 信息 ， 
但 未 能 提供 有 关 Rbp4 及 Rbp7 功能 的 信息 ， 原 因 是 
Kornberg 及 同事 在 获取 聚合 酶 晶体 的 过 程 中 ，Rbp4 
和 Rbp7 这 两 个 亚 基 发 生 了 缺失 。 为 弥补 这 一 缺陷 ， 
分 别 由 Patrick Cramer 和 Kornberg 领导 的 两 个 研究 
小 组 从 酵母 中 成 功 获得 了 完整 的 12 TCHR E h 
体 。 为 解决 Rbp4 和 了 Rbp7 亚 基 缺 失 的 问题 ，Cramer 
的 研究 小 组 通过 基因 克隆 策略 ， 在 E. coli 表达 Rbp4 
和 Rbp7， 然 后 用 过 量 的 Rbpt、Rbp7 与 纯化 的 10 亚 
基 聚 合 酶 与 共同 筹 育 而 获得 高 纯度 完整 的 12 亚 基 同 


GRAM. Komberg 研究 小 组 在 Rbpt 亚 基 上 添加 表 
位 附加 ， 利 用 表 位 的 特异 性 抗体 进行 亲 和 层 析 而 获得 
纯化 的 12 亚 基 聚合 酶 。 为 进一步 增加 获得 完整 全 酶 
的 概率 ， 研 究 者 从 处 于 静止 期 的 酵母 细胞 中 提取 了 
RNA 聚合 酶 ， 因 为 该 阶段 的 酵母 细胞 内 含有 12 亚 基 
全 酶 的 比例 要 高 于 10 亚 基 的 核心 酶 。 

图 10. 19 显示 的 是 Cramer 及 同事 制备 的 12 亚 
基 聚 合 酶 的 晶体 结构 。 在 该 结构 图 中 ， 因 Rbp4 和 


(a) 


Rbp7 亚 基 从 聚合 酶 的 一 侧 伸 出 ， 从 而 显现 了 Rbpi 
和 Rbp7 亚 基 的 结构 。 这 2 个 亚 基 似 棉 形 ， 其 尖端 
插入 酶 的 其 他 部 分 ( 即 核心 酶 ) 内 。 此 外 ，Cramer 
及 同事 还 注意 到 ，Rbp4/7 的 存在 与 否 会 直接 影响 钳 
的 位 置 。Rbp4/7 缺失 时 ， 游 离 的 钳 状 结构 处 于 打开 
状态 ， 如 图 10. 19 a 右 下 方 的 插图 所 示 ; 当 横 形 蛋 
É Rbp4/7 存在 时 ， 钳 状 结构 在 棉 形 蛋白 的 束缚 下 
处 于 闭合 状态 。 


BRNA) otha 
xh 


m 10.19 酵母 12 亚 基 RNA 聚合 酶 AMEA, (a) Rbp4/7 与 核心 聚合 酶 间 相 互 作用 的 结构 图 。 
Rbp4 和 Rbp? 分 别 用 紫红 色 和 蓝 色 表示 ， 黑 色 实 线 勾 画 出 了 钳 状 结构 的 大 体 轮廓 ， 开 关 1 一 3 的 位 置 
用 虚线 圆 环 标注 。8 个 锌 离子 用 青色 球体 表示 。 结 合 在 裂隙 在 此 图 中 很 难看 清 ) 基部 活性 位 点 上 的 
镁 离子 用 紫色 球体 表示 ， 连 接 在 Rbpl W CTD 上 的 链 环 用 虚线 表示 ， 右 下 方 的 插图 显示 的 是 钳 状 结 
构 处 于 闭合 及 打开 时 的 位 置 。 该 图 表明 ，Rbp4/7 的 结合 与 错 状 结构 处 于 打开 状态 时 的 位 置 是 相 斥 的 ， 
即 Rbp4/7 的 结合 会 使 钳子 闭合 。(b) 该 结构 的 一 个 视图 ， 各 亚 基 的 颜色 如 右上 插图 所 示 。 该 视图 突 
出 显示 了 Rbp4/7 延伸 到 聚合 酶 平台 结构 域 后 产生 的 效应 。 右 下 方 实 线 圆 弧 代表 以 活性 位 点 为 中 心 的 
一 25bp 片段 ， 这 是 活性 位 点 与 TATA 盒 与 转录 起 始 位 点 之 间 的 最 短 距 离 。 在 图 下 方 中 心 位 置 处 的 蓝 
色 星 号 表示 Rbp7 亚 基 上 潜在 的 RNA 结合 位 点 。(Source: (a-b) © 2003 National Academy of Sciences 
Proceedings of the National Academy of Sciences, Vol. 100, no. 12, June 10, 2003, p. 6964-6968 “Ar- 
chitecture of initiation-competent 12-subunit RNA polymerase II.” Karim-Jean Armache, Hubert 
Kettenberger, and Patrick Cramer, Fig. 2, p. 6999. ) 


在 了 解 聚 合 酶 是 如 何 与 启动 子 DNA 结合 方面 ， 
这 一 新 的 信息 可 提供 怎样 的 线索 呢 ? Cramer 及 同事 
以 及 Bushnell 和 Komberg 等 认为 ， 当 聚合 酶 核心 结 
合 在 双 链 形式 的 启动 子 上 后 ， 启 动 子 随即 发 生 熔 解 ， 
Rbp4/7 结合 上 来 并 使 DNA 模板 链 上 方 的 错 闭 合 ， 将 
非 模板 DNA 链 排除 在 活性 位 点 以 外 。 但 他 们 也 指出 ， 
这 个 简单 模型 与 其 他 证 据 相 矛盾 : 首先 ， 从 其 他 生物 
体 中 获得 的 RNA 聚合 酶 中 也 有 Rbp4/7 的 同 源 物 ， 
但 都 不 与 核心 酶 发 生 解 离 。 类 似 地 ，E. coli RNA R 
合 酶 全 酶 的 晶体 结构 呈 闭 合 构象 ， 似 乎 不 允许 双 链 
DNA 结合 ,而 E. coli RNA 聚合 酶 全 酶 确实 参与 了 转 


录 的 起 始 (第 6 章 )。 因 此 ， 两 组 研究 者 认为 ， 启 动 
F DNA 结合 在 酶 的 外 表面 并 溶解 ， 然 后 模板 链 进入 
酶 的 活性 位 点 ， 使 启动 子 DNA REBRE GM. 
两 个 研究 小 组 都 注意 到 ，Rbp4/7 能 够 对 聚合 

与 通用 转录 因子 间 的 相互 作用 产生 强烈 的 影响 ,我 
们 将 在 第 11 章 学 习 相关 内 容 。 没 有 其 他 几 类 通用 转 
RAF OAH, RNA RAM I 自身 不 能 完成 与 启动 
子 DNA 的 结合 ， 有 些 通 用 转录 因子 可 直接 与 RNA 
聚合 酶 的 “平台 区 ”相互 作用 。 如 图 10. 19b 所 示 ， 
Rbp4/7 主要 延伸 到 平台 区 ， 所 以 ，Rbp4/7 在 结合 
关键 通用 转录 因子 过 程 中 发 挥 着 重要 作用 。 
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小 结 12 亚 基 RNA RAW I HAE HR. 
Rbp4/7 的 存在 会 迫使 错 处 于 闭合 状态 。 由 于 转 
录 起 始 由 12 亚 基 聚合 酶 引发 ， 其 钳 状 结构 处 于 
闭合 状态 ， 所 以 ,模板 DNA 链 在 进入 活性 位 点 
之 前 ,启动 子 DNA 要 先行 熔 解 。 该 结构 也 显示 
Rbp4/? 延伸 到 人 聚合 酶 的 平台 区 ， 有 助 于 特定 通 
用 转录 因子 的 结合 ， 从 而 促进 转录 的 起 始 。 


10.2 启动 子 


真 核 生物 有 三 类 结构 不 同 的 RNA RAR, 4 
别 转录 不 同 的 基因 。 因 此 ， 我 们 可 以 预测 这 三 类 
RNA 聚合 酶 能 够 识别 不 同 的 启动 子 ， 目 前 这 一 推测 
已 经 被 证 实 。 下 面 我 们 将 学 习 RNA 聚合 酶 所 识别 
的 启动 子 结构 ， 并 对 本 章 的 内 容 做 结论 性 总 结 。 
I 类 启动 子 

因为 大 家 对 这 类 启动 子 比较 熟悉 ， 所 以 首先 介绍 
RNA RAN I 所 识别 的 启动 子 〈 卫 类 启动 子 ) 结构 。 
这 类 启动 子 在 某 种 程度 上 类 似 于 第 6 章 学 过 的 原核 生 
物 启动 子 。 开 类 启动 子 由 核心 启动 子 〈core promoter) 
和 上 游 启动 子 元 件 〈upstream promoter element) 组 
成 。 核 心 启动 子 可 由 4 个 元 件 组 成 , 中 心 约 位 于 一 33 
位 的 TATA ®t (TATA box)、 位 于 TATA feb ity 
TFIIB 识别 元 件 〈TFIIB recognition element, BRE), 
以 转录 起 始点 为 中 心 的 起 始 子 initiator，Inr) 、 下 游 
启动 子 元 件 (downstream promoter element, DPE), 
除了 位 置 不 同 之 外 ， 核 心 启动 子 与 上 游 启动 子 元 件 
的 功能 也 不 相同 。 在 绝 大 多 数 的 启动 子 中 ， 由 通用 
转录 因子 识别 核心 启动 子 ， 帮 助 RNA 聚合 酶 与 之 
结合 并 形成 预 引发 复合 体 Cpreinitiation complex), 
相关 内 容 将 在 第 11 章 介绍 。 但 对 某 些 少数 启动 子 
而 言 ， 其 上 游 启 动 子 元 件 由 参与 起 始 过 程 的 其 他 转 
录 因 子 识别 ， 相 关内 容 将 在 本 章 的 后 面 内 容 中 介 
绍 。 图 10. 20 总 结 了 所 有 5 个 启动 子 元 件 的 相对 位 
置 关系 。 然 而 ， 就 大 多 数 启动 子 而 言 ， 可 能 会 缺少 
其 中 的 一 个 或 多 个 元 件 。 

TATA R 到 目前 为 止 ， 对 存在 于 许多 IXA 
子 上 的 保守 一 致 性 序列 TATAAA (存在 于 非 模板 链 
上 ) 研究 得 最 为 深信。 在 高 等 真 核 生物 中 ， 该 序列 末 
端的 A 通 常 位 于 转录 起 始 位 点 上 游 5 一 30bp 位 置 
处 ， 该 序列 因 其 前 4 个 碱 基 而 得 名 为 TATA 盒 . 真 
核 生物 的 TATA 盒 与 原核 生物 的 一 10 框 十 分 类 似 ， 
两 者 最 大 的 区 别 在 于 距离 转录 起 始点 的 位 置 不 同一 
个 为 一 25 ~ 一 30， 另 一 个 为 一 10 CHEE TATA 盒 的 
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上 游 元 件 BRE TATA Inr DPE 


图 10. 20 下 类 启动 子 的 一 般 性 结构 。I[ 类 启动 
子 由 核心 启动 子 和 上 游 启动 子 元 件 〈 黄 色 ) 组 
成 。 核 心 启 动 子 包含 4 个 元 件 ， 从 5 端 到 3' 端 依 
次 为 : TFIIB 识别 元 件 (BRE, % f), TATA 
元 件 (红色 )、 起 始 子 Inr， 绿色) 和 下 游 启动 
子 元 件 (DPE， 蓝 色 )。 通 常 ，I[[ 类 启动 子 即使 
缺失 这 些 元 件 中 的 一 个 或 多 个 ， 仍 具有 正常 功 
fe. 事实 上 ,DPE 可 以 取代 TATA 盒 ， 所 以 这 
两 个 元 件 很 少 能 够 同时 出 现在 同一 个 启动 子 中 。 


位 置 具有 可 变性 ， 在 转录 起 始点 上 游 的 30~300bp), 

TATA 盒 通 常 包含 保守 的 共有 序列 ,但 也 有 例 
外 ,而且 这 种 例外 的 事例 很 多 。 有 时 在 TATA A, 
会 出 现 G 和 C， 如 免 B 球 蛋白 基因 TATA 盒 的 起 始 
序列 为 CATA。TATA 盒 的 共有 序列 特征 通常 是 不 
明显 的 ， 有 两 类 基因 的 启动 子 甚至 缺乏 TATA fe, 
外 一 类 是 持家 基因 (housekeeping gene) ， 这 类 基因 
在 细胞 内 都 是 组 成 型 表达 的 ， 其 产物 控制 着 基础 生 
化 途径 ， 是 维持 细胞 基本 生命 活动 所 必需 的 ， 如 腺 
茜 叭 脱 氨 酶 基因 、 胸 腺 喀 啶 合成 酶 基因 、 二 氧 叶 酸 
还 原 酶 基因 ， 这 些 基因 编码 的 酶 都 是 核 苷 酸 合成 所 
必需 的 。 此 外 ， 还 包括 SV40 编码 晚期 病毒 蛋白 的 
基因 .这些 基因 具有 GCR, ADAM TATA Rhik 
失 B11). ERM (Drosophila) H, 大约 只 
有 30% 8) I 类 启动 子 含有 明显 的 TATA fe. È, 
许多 缺失 TATA 鳃 的 启动 子 含有 DPE, tj TATA 
盒 的 功能 相同 的 。@ 另 一 类 缺失 TATA fr Ae AE 
发 育 调节 基因 ， 如 控制 果 蜗 发 育 的 同 源 异 型 基因 
(homeotic gene), 、 哺 乳 动物 免疫 系统 发 育 阶段 的 活 
性 基因 ， 以 及 本 章 后 面 将 要 介绍 的 小 鼠 未 端 脱氧 核 
HMR BM TdT 基因 。 一 般 来 讲 ， 特 异性 基因 
(specialized gene) 《有 时 也 称 为 奢侈 基因 ) 都 具有 
TATA 盒 ， 这 类 基因 仅 在 特定 类 型 细胞 内 表达 ， 如 
在 皮肤 细胞 内 表达 的 角 蛋 白 基因 、 在 红细胞 内 表达 
的 血红 蛋白 基因 。 

那么 ，TATA 盒 具 有 怎样 的 功能 ? 这 可 能 要 视 
基因 而 论 ， 探 讨 这 个 问题 的 最 初 实验 是 缺失 TATA 
盒 ， 然后 分 析 缺 失 TAITA 盒 后 启动 子 的 体外 转录 
活性 。 

1981 年 ，Christophe Benoist 和 Pierre Chambon 
对 SV40 早期 启动 子 进行 缺失 突变 研究 。 在 研究 启 
动 子 活性 的 实验 中 ， 研 究 者 采用 引物 延伸 法 和 S 作 
图 法 第 5 章 ) 。 利 用 这 些 技术 ， 我 们 就 可 以 根据 标 
记 DNA 片段 产物 的 长 度 和 丰 度 ， 推 定 转录 的 起 点 


及 启动 子 活性 。 如 图 10. 21a Hf mR. Benoist 和 
Chambon 通过 逐渐 扩大 TATA 盒 下 游 DNA 序列 的 
缺失 长 度 而 获得 系列 缺失 突变 体 ， 如 PLA, AS, 
HSO, HS3 和 HS4 等 突变 体 。 缺 失 的 序列 中 包括 转 
录 起 始 位 点 ,而 且 每 次 缺失 的 碱 基 对 数目 恰好 等 于 
缩减 了 S 的 酶 切 信和 号。 缺失 Sl 酶 切 信号 的 结果 与 
因 序列 缺失 导致 转录 起 始 位 点 下 移 的 结果 相 一 致 ， 
如 果 TATA 盒 的 作用 是 将 转录 起 始 位 点 定位 在 距离 
TATA 盒 最 后 一 个 碱 基 的 下 游 25~30bp 处 ， 则 起 


始 位 点 的 漂移 就 是 我 们 预期 的 结果 。 如 果 事实 如 此 ， 
那么 将 TATA 盒 完全 缺失 会 产生 怎样 的 后 果 呢 ? E 
同 H4 缺失 的 序列 以 及 TATA 盒 共同 缺失 的 H2 突 
变 体 可 以 为 我 们 提供 答案 。 图 10. 21b 的 泳 道 8 显 
AR, TATA 盒 的 缺失 导致 转录 可 在 多 个 位 点 处 起 
始 ， 但 不 会 降低 转录 效率 。 如 果 TATA 盒 影响 转录 
效率 的 话 ， 那 么 Sl 信和 号 的 增强 表明 转 率 效率 还 增加 
了 。 由 此 可 见 ，TATA 盒 的 作用 显然 是 参与 转录 起 
始 位 点 的 定位 。 
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图 10.21 SV40 早期 启动 子 缺失 突变 的 效应 。(a) 缺失 图 谱 。 突 变 体 的 名 称 标注 在 箭头 的 右 侧 ， 箭 头 
长 度 表示 每 次 缺失 片段 的 长 度 。TATA fe (TATTTAT, 红色) 及 3 个 转录 起 始点 〈 均 为 G) 在 图 板 


上 方 标 出 。 


(b) 突变 体 转录 起 始 位 点 的 定位 。Benoist 和 Chambon 分 别 用 SV40 DNA、 含 有 野生 型 


SV40 早期 基因 区 (pSV1) 质粒 以 及 SV40 早期 启动 子 系列 缺失 突变 后 的 pSV1 突变 体 来 转化 细胞 。 研 
究 者 用 S1 作 图 确定 转录 起 始 位 点 。 突 变 体 的 名 称 标注 在 相应 泳 道 的 上 方 。MA 泳 道 为 分 子 质量 标记 ， 
泳 道 HS2 中 各 条 带 左 侧 的 数字 表示 异常 转录 起 始 位 点 ， 这 些 位 点 在 野生 型 启动 子 及 其 他 突变 启动 子 中 
都 未 检测 到 。 转 录 起 始 位 点 的 异 质 性 显然 是 由 于 TATA RRRA. (Source: (b) Benoist C. and 
P. Chambon, In vivo sequence requirements of the SV40 early promoter region. Nature 290 (26 Mar 


1981) p.306, £3.) 


通过 进一步 实验 ，Benoist 和 Chambon 再 次 证 
实 上 述 结论 。 实 验 的 策略 是 将 SV40 早期 基因 转录 
起 始 位 点 与 TATA AZE DNA 序列 进行 系统 缺 
失 ， 通 过 Sl 作 图 定位 各 缺失 突变 体 的 转录 起 始 位 
点 。 野 生 型 基因 可 在 3 个 G 位 点 处 起 始 转录 ， 这 3 
A GRRE TATA 盒 的 下 游 ， 与 TATA 盒 的 第 一 
A THE 27~34bp. 24 Benoist 和 Chambon 逐渐 扩 
大 转录 起 始 位 点 与 TATA RZE DNA 序列 的 缺失 
长 度 时 ， 转 录 不 再 从 这 些 位 点 处 起 始 ， 而 是 从 其 他 
碱 基 位 点 起 始 转录 ， 而 且 这 些 碱 基 通 常 是 厌 叭 碱 基 ， 
这 些 味 叭 碱 基 位 于 TATA 盒 第 一 个 T 的 下 游 约 
30bp 处 。 也 就 是 说 ，TATA 盒 与 转录 起 始 位 点 间 的 


距离 是 固定 的 ， 并 不 要 求 十 分 精确 的 起 始 位 点 序列 。 

在 这 个 实验 事例 中 ，TATA 盒 显 然 对 于 转录 起 
始 位 点 的 定位 是 十 分 重要 的 ， 但 不 会 对 转录 起 始 效 
率 产生 调节 作用 。 然 而 ， 有 些 启动 子 缺失 TATA k 
后 会 前 弱 其 功能 ， 如 转录 效率 下 降 以 至 检测 不 到 、 
从 异常 位 点 起 始 转录 等 。 

Steven McKnight 和 Robert Kingsbury XRP 
BOWERS Ck) 基因 启动 子 的 研究 ， 为 我 们 提 
供 了 另 一 个 有 关 TATA 盒 功能 的 事例 。 研 究 者 采用 
了 接头 分 区 突变 (linker scanning mutagenesis) 的 
方法 ， 如 图 10. 22 所 示 ， 用 长 度 为 10bp 的 接头 对 tk 
基因 的 启动 子 序列 进行 系统 替换 。 接 头 扫描 突变 实 
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验 的 结果 之 一 是 ，TATA 盒 内 序列 的 突变 会 破坏 启 
动 子 的 活性 〈 图 10. 23)， 在 启动 子 活性 最 低 的 突变 
体 (LS-29/-18) 中 ，TATA 盒 区 域 的 正常 
GCATATTA 序列 突变 为 CCGGATCC。 

(a) 


EET PERO PR 


| a MRN 


图 10.22 接头 分 区 机 制 。(a) M b) 是 简化 程 
序 。 用 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 DNA， 并 消化 末 
端 序列 使 之 从 切 点 处 缺失 大 约 10bp 的 序列 ， 即 
图 中 所 示 的 间 承 ， 产 生 两 个 DNA 片段 ,然后 用 
合成 的 一 小 段 DNA 接头 〈 红 色 ) 填补 间隙 ,将 
DNA 片段 连接 起 来 。 图 (b) PRSA (a) 
中 的 间隙 相 比 发 生 了 右 移 ， 所 以 图 Cb) 中 的 接 
头 取代 的 DNA 也 发 生 了 右 移 。 如 此 重复 ， 间 院 
不 断 右 移 ， 就 可 以 用 10bp 的 替代 整个 DNA。 


由 此 可 见 ， 有 些 TL Se AGRE TATA RHE 
功能 ， 但 有 些 开 类 启动 子 仅 需要 TATA 盒 来 定位 转 
录 起 始点 。 此 外 ， 有 些 开 类 启动 子 特别 是 持家 基因 
的 启动 子 根本 就 没有 TATA 僵 ， 但 仍然 具有 正常 的 
功能 。 如 何 解释 启动 子 间 的 这 些 差异 呢 ? 正如 我 们 
将 在 第 11 章 和 第 12 章 学 习 到 的 那样 ， 启 动 子 起 始 
转录 的 活性 有 赖 于 转录 因子 和 RNA RA MARE 
成 的 前 转录 起 始 复合 体 (preinitiation complex)， 该 
复合 体 在 转录 起 始 位 点 形成 并 启动 转录 过 程 。 在 TL 
类 启动 子 中 ，TATA 盒 是 蛋白 质 转录 因子 组 装 的 场 
所 。 第 一 个 与 TATA 盒 序列 结合 的 蛋白 质 是 TFI- 
ID， 其 中 包括 TBP， 具 有 招募 其 他 因子 的 作用 。 即 
使 启动 子 中 缺失 TATA 盒 ， 前 起 始 复合 体 的 组 装 仍 
需要 TBP, (AA AWA TATA 盒 供 其 结合 ，TBP 
可 借助 于 结合 在 其 他 启动 子 元 件 上 的 蛋白 质 而 将 自 
已 定位 在 正确 的 位 置 上 。 

起 始 子 、 下 游 启 动 子 元 件 和 TFIIB 识别 元 件 
有 些 了 [类 启动 子 在 转录 起 始 位 点 附近 具有 保守 性 序 
列 ， 是 起 始 最 佳 转录 所 必需 的 。 这 些 序列 称 为 起 始 
F (initiator)， 哺 乳 动物 起 始 子 的 共有 序列 为 
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图 10. 23 疱疹 病毒 上 k 启动 子 的 接头 扫描 突变 
效应 。McKnight 和 Kingsbury 对 tk 启动 子 全 
长 序列 进行 了 接头 分 区 突变 ， 然 后 将 突变 DNA 
分 子 注入 蛙 卵 母 细胞 ， 同 时 也 注入 类 似 于 野生 
型 的 DNA 分 子 ( 在 二 21 至 十 31 处 发 生 突变 )， 
这 种 假 野生 型 突变 启动 子 与 正常 野生 型 启动 子 
- 样 ， 具 有 正常 的 起 始 转录 活性 ， 可 以 作为 内 
参 . 研究 者 通过 引物 延伸 法 分 析 实验 质粒 与 对 
照 质粒 的 转录 情况 ， 如 所 预期 ， 对 照 质粒 的 转 
录 相 对 稳定 ， 而 实验 质粒 的 转录 水 平 具有 很 大 
的 变化 , 这 要 取决 于 突变 发 生 的 位 点 。 
(Source: Adapted from McKnight, S. L. and 
R. Kingsbury, Transcriptional control signals of 
a eukaryotic protein-coding gene. Science 217 
(23 July 1982) p.322, £.5.) 


PyPyAN (T/A) PyPy， 其 中 Py 代表 喀 啶 碱 基 〈C 
或 T)，N 代表 任 一 碱 基 ， 带 下 画 线 的 A 是 转录 起 始 
点 。 果 蝇 起 始 子 的 保守 序列 为 TCA (G/T) T (T/ 
C)。 有 关 起 始 子 的 经 典 事例 来 自 腺 病毒 的 主要 晚期 
启动 子 ， 其 起 始 子 与 TATA 盒 共同 组 成 核心 启动 
F. 能够 启动 下 游 任 一 基因 的 转录 ， 只 是 效率 较 低 。 
该 启动 子 能 够 被 上 游 元 件 或 邻近 的 增强 子 所 激活 。 
另 一 个 带 有 重要 起 始 子 的 基因 是 哺乳 动物 的 末 
SR SATO BE (TdT) 基因 ， 该 基因 在 B 和 
工 淋 巴 细胞 发 育 过 程 中 被 激活 。Stephen Smale 和 
David Baltimore 在 研究 小 鼠 TdT 启动 子 时 发 现 ， 该 


启动 子 无 TATA 盒 及 明显 的 上 游 启动 子 元 件 ， 但 是 
含有 起 始 子 序列 。 该 起 始 子 足以 有 效 地 起 始 TaT 基 
因 本 底 水 平 上 的 转录 ， 此 转录 是 从 起 始 子 内 部 的 单 
一 位 点 处 起 始 的 。 他 们 还 发 现 ，SV40 启动 子 的 TA- 
TA AR GC 盒 能 极 大 地 促进 TdT 基因 从 起 始 子 处 
起 始 转录 。 因 此 ， 仅 由 起 始 子 组 成 的 功能 性 简单 启 
动 子 其 转录 效率 可 以 被 其 他 启动 子 元 件 所 增强 。 

在 果 晶 基因 的 启动 子 中 ， 普 遍 存 在 下 游 启动 子 元 
件 (down stream promoter element，DPE)。 事 实 上 ， 
在 2000 年 Alan Kutach 和 James Kadonaga 就 报道 了 一 
个 惊人 的 发 现 ， 果 蝇 基 因 启 动 子 中 DPE 就 像 TATA 
盒 一 样 普 遍 存 在 。 这 些 DPE 位 于 转录 起 始点 下 游 约 
30bp 处 ， 其 保守 一 致 性 序列 为 G (A/T) CG。 可 以 
补偿 因 TATA 使 缺失 造成 的 转录 抑制 。 事 实 确实 如 
此 , 许多 正常 缺失 TATA 盒 的 果 蝇 启动 子 都 包含 
DPE， 这 可 解释 该 种 生物 富 含 DPE 的 原因 。 在 缺失 
TATA 盒 的 果 蝇 启动 子 中 ，DPE 与 Inr 是 成 对 存在 
的 ，TATA 盒 与 DPE 的 功能 相似 性 在 于 它们 都 能 够 
与 关键 的 通用 转录 因子 TFIID (第 11 章 ) 相 结合 。 

另 一 个 重要 的 通用 转录 因子 是 TFIIB， 与 TFIID, 
RNA 聚合 酶 也 以 及 其 他 因子 结合 在 启动 子 处 ， 组 装 
成 前 起 始 复合 体 而 起 始 转录 。 有 些 启动 子 紧 邻 在 TA- 
TA 使 上 游 存 在 着 能 够 帮助 TFIIB 与 DNA 结合 的 元 
件 ， 这 些 DNA 元 件 称 为 TFIIB 识别 元 件 (BRE), JE 
保守 一 致 性 序列 为 《G/C)(G/C) (G/A) CGCC。 


小 结 1 类 启动 子 可 包含 多 达 5 个 保守 元 
件 ， 由 4 个 元 件 构成 的 核心 启动 于 及 上 游 启 动 子 
TORE. 4 个 核心 启动 子 元 件 包括 TFIIB 识别 元 件 
(BRE), TATA 使、 起 始 子 《Inr》 和 下 游 启 动 子 
元 件 〈DPE) 。 在 大 多 数 启动 子 中 , 至 少 会 缺失 
其 中 的 一 个 元 件 。 事 ， 缺 失 TATA A 
动 子 通常 都 含有 DPE， 至 少 在 果 蝇 中 情况 是 这 样 
的 。 高 效 表达 特异 基因 的 启动 子 倾向 于 含有 TA- 
TA 盒 ， 而 起 始 持家 基因 表达 的 启动 子 一 般 缺 失 
TATA 盒 。 包 括 哺乳 动物 TdT 启动 子 在 内 的 某 
些 启动 子 只 有 起 始 子 序列 ， 可 能 还 会 带 有 DPE. 


EHT McKnight 和 Kingsbury 对 疱疹 病毒 tk 
基因 的 接头 分 区 分 析 还 发 现 了 除 TATA 盒 之 外 的 其 
他 重要 启动 子 元 件 。 图 10.23 显示 ， 当 一 47 一 一 61 和 

一 80 一 一 105 这 两 个 区 域 发 生 突变 时 ， 会 引起 启动 子 
活性 的 显著 下 降 。 在 非 模板 链 上 ， 这 两 个 区 域 的 序列 
分 别 为 GGGCGG 和 CCGOCC， 即 所 谓 的 GCA (GC 
box)， 存 在 于 各 类 启动 子 中 ， 且 通常 位 于 TATA & 
的 上 游 ， 值 得 关注 的 是 ， 在 疱疹 病毒 的 tk AFP, 
两 个 CC 盒 在 其 两 个 位 点 中 的 方向 是 相反 的 。 

Chambon 及 同事 发 现 ， 在 SV40 早期 启动 子 内 也 


存在 CCR, 其 拷贝 数 为 6 个 ， 而 不 是 2 个 ， 这 些 元 
件 发 生 突变 会 显著 降低 启动 子 的 活性 〈 表 10. 4)。 例 
如 ,一 个 GC 盒 的 缺失 会 使 转录 水 平 下 降 到 野生 型 的 
66%， 如 果 再 缺失 一 个 GC 例 ， 则 转录 水 平一 直下 降 
到 对 照 水 平 的 13%。 在 第 12 ERMETE, 
性 转录 因子 Spl 与 GC 盒 结合 后 能 够 增强 转录 效率 ， 
在 本 章 的 后 面 内 容 中 ， 将 介绍 能 够 增强 转录 效率 的 
DNA 元 件 一 增强 子 。 与 启动 子 相 比 ,增强 子 具有 
2 个 重要 的 不 同 ， 即 增强 子 无 位 置 和 方向 依赖 性 ，GC 
盒 虽 然 无 方向 依赖 性 ， 在 倒转 180" 后 仍 具 有 正常 功能 
(疱疹 病毒 的 启动 子 会 自然 发 生 倒转 现象 )， 但 与 典 
型 的 增强 子 不 同 ，GC 盒 具有 位 置 依赖 性 ， 而 增强 子 可 
以 在 远离 启动 子 数 千 碱 基 对 的 较 远 位 置 处 发 挥 作用 ， 
甚至 位 于 基因 编码 区 的 下 游 也 能 发 挥 增强 转录 的 功能 。 
而 GC 盒 如 果 被 移 至 距离 TATA 盒 几 十 个 碱 基 对 的 远 
处 ， 就 会 失去 促进 转录 的 能 力 。 因 此 ， 将 GC 作为 启动 
子 元 件 比 作为 增强 子 更 为 恰当 ， 至 少 对 疱疹 病毒 的 tk 
基因 和 SV40 早期 基因 而 言 是 这 样 的 。 此 外 ， 增 强 子 与 
GC 盒 的 差别 是 细微 的 ， 且 语义 上 也 模棱两可 


表 10.4 GC 盒 突 变 对 SV40 早期 启动 
子 起 始 基因 表达 的 影响 

完整 GC RAHA 表达 水 平 /% 
100 
66 
13 
30 
40 
9 
13 
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在 各 种 开 类 启动 子 中 还 存在 一 种 称 为 CCAAT 

BR GBH “cat” A WLW. ML, KIER 
毒 大 启动 子 就 含有 CCAAT 盒 。 在 前 面 讨论 的 接头 
HRHP, 4 CCAAT 盒 发 生 突变 时 ， 并 没有 检 ， 
测 到 启动 子 活性 的 下 降 。 但 其 他 研究 清晰 地 显示 ， 
CCAAT ERR tk 启动 子 及 其 他 许多 启动 子 
中 具有 重要 的 作用 。 同 GC 盒 具 有 自己 的 转录 因子 
一 样 ，CCAAT 盒 也 必须 与 转录 因子 [CCAAT 结合 
转录 因子 (CCAAT-binding transcription factor, 
CIF)] 结合 才能 发 挥 促进 转录 的 效应 。 

小 结 ， 上 游 启动 子 元 件 通常 位 于 WAS 
动 子 的 上 游 ， 与 核心 启动 子 不 同 的 是 ， 上 游 启 动 
子 元 件 通常 与 相应 的 基因 特异 性 转录 因子 结合 。 
例如 ，GC 盒 与 转录 因子 Spl 结合 ,而 CCAAT 
盒 与 转录 因子 CTF 结合 。 与 核心 说 动 了 巴 不 同 ， 
上 游 启 动 子 元 件 无 方向 依赖 性 ;得 与 典型 的 增强 
子 相 比 ， 王 游 启动 子 元 件 具有 位 置 依赖 性 。 
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I 类 启动 子 


RNA RAM 1 识别 的 启动 子 又 是 怎样 一 种 情 
况 ? 我 们 之 所 以 将 1 类 启动 子 看 做 是 单一 类 型 的 启 
动 子 ， 是 因为 几乎 所 有 物种 只 有 一 类 可 被 RNA R 
合 酶 1 识别 的 基因 ， 即 rRNA 前 体 的 基因 。 只 有 锥 
H (trypanosome) 例外 ， 除 了 转录 rRNA 前 体 基因 
Shy RNA RAM 1 还 转录 另 两 类 蛋白 质 编码 基因 。 
TRNA 前 体 基因 在 每 个 细胞 内 都 有 数 百 个 拷贝 ， 而 
且 这 些 拷贝 都 是 完全 相同 的 ， 都 具有 相同 的 启动 子 
序列 。 然 而 ， 这 一 序列 因 物 种 的 不 同 而 表现 出 很 大 
的 变化 ， 比 RNA RERE I 识别 的 启动 子 序 列 具有 


相对 转录 效率 
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更 大 的 可 变性 ， 开 类 启动 子 一 般 都 具有 共同 的 保守 
序列 ， 如 TATA 盒 。 1 类 启动 子 的 保守 序列 是 富 含 
AT 的 起 始 子 〈rINR)， 位 于 转录 起 始 位 点 附近 。 

Robert Tjian 及 同事 用 接头 分 区 突变 分 析 鉴 定 出 
了 人 类 rRNA 启动 子 的 重要 区 域 ， 图 10. 24 显示 了 接 
头 分 区 突变 分 析 的 结果 ， 该 启动 子 有 两 个 关键 区 域 ， 
如 果 这 两 个 区 域 发 生 突变 会 极 大 地 降低 启动 子 起 始 转 
录 的 强度 。 其 中 一 个 是 核心 元 件 Core element), 位 
于 转录 起 始点 附近 ， 从 一 45 位 延伸 到 十 20 位 ; 另 一 
个 序列 为 上 游 启动 子 元 件 《upstream promoter ele- 
ment, UPE), 位 于 一 156 位 与 一 107 位 之 间 。 


-156 -107 +20 
—c = me 


UPE 


图 10.24 rRNA 启动 子 的 两 个 元 件 。Tjian 及 同事 用 接头 分 区 突变 法 对 人 类 rRNA 基因 的 5"- 侧 翼 区 进 
行 系统 突变 ， 然 后 利用 体外 转录 体系 检测 各 个 区 段 突变 后 对 启动 子 起 始 转录 活性 的 影响 。 研 究 者 用 柱 
形 图 来 说 明 实 验 结果 ， 结 果 分 析 显示 ， 启 动 子 有 两 个 重要 的 区 域 ，UPE (上 游 启动 子 元 件 》 和 核心 元 
件 。UPE 是 最 佳 转录 所 必需 的 ， 但 本 底 水 平 的 转录 不 一 定 需要 UPE 的 参与 。 另 一 方面 ， 核 心 元 件 是 
任何 转录 所 必需 的 。( Source:， Adapted from Learned, R.M., T.K. Learned, M. M. Haltiner, and 
R. T. Tjian, Human rRNA transcription is modulated by the coordinated binding of two factors to an up- 


stream control element. Cell 45; 848, 1986.) 


两 个 启动 子 元 件 的 存在 产生 了 两 者 间隔 距离 的 
重要 性 问题 。 本 例 中 ， 两 个 元 件 的 间距 十 分 重要 ， 
Tjian 及 同事 在 人 类 rRNA 启动 子 的 UPE 与 核心 元 
件 之 间 插入 或 缺失 不 同 长 度 的 DNA 序列 ， 检 测 空 
间距 离 的 改变 对 启动 子 起 始 转录 活性 的 影响 。 当 在 
启动 子 元 件 间 删 除 长 度 为 16bp 的 片段 后 ， 启 动 子 强 
度 下降 到 野生 型 的 40%， 当 删除 长 度 为 44bp 的 片 
段 后 ， 启 动 子 强度 只 有 野生 型 的 10%。 此 外 ， 在 启 
动 子 元 件 间 添 加 长 度 为 28bp 的 片段 后 ， 不 会 影响 启 
动 子 强度 ， 但 添加 片段 长 度 达 49bp 时 ， 启 动 子 强度 
降低 70%。 由 此 可 见 ， 序 列 的 删除 比 插 人 更 易 影响 
启动 子 起 始 转录 的 效率 。 

小 结 “在 不 同 的 物种 间 ， 1 类 启动 子 序列 的 保 
守 性 不 高 ， 但 在 一 般 结构 上 还 是 具有 较 高 的 保守 
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性 。1 类 启动 子 由 两 个 元 件 构成 : 位 于 转录 起 始 
位 点 附近 的 核心 元 件 和 大 约 在 上 游 100bp 所 处 的 
上 游 启 动 子 元 件 COPED. 这 两 个 元 件 的 空间 距 
离 是 十 分 重要 的 。 is 


JI 类 启动 子 


正如 我 们 所 了 解 的 那样 ，RNA RANE IM 可 转录 
多 种 编码 小 RNA 的 基因 ， 这 些 基因 包括 : D “sR” 
JI 类 基因 ,包括 5S RNA ÆA, tRNA 基因 、 腺 病 
毒 VA RNA 基因 ; @ 一 些 最 近 才 发 现 的 II 类 基因 ， 
包括 U6 snRNA 基因 、7SL RNA 基因 、7SK RNA 基 
因 以 及 EB 病毒 的 EBER2 基因 。“ 非 典型 ”III 类 基因 


MAMTA ARF, AR, “典型 ”II 
类 基因 的 启动 子 完全 位 于 基因 的 内 部 。 

具有 内 部 启动 子 的 HI 类 基因 Donald Brown 
RMB KA MM (Xenopus borealis) 5S rRNA $Æ 
因 的 IE 类 启动 子 进行 了 分 析 ， 其 研究 结果 令 人 惊 
讶 ，RNA RAN IM 下 以 及 细菌 RNA 聚合 酶 所 识 
别 的 启动 子 大 部 分 都 位 于 基因 的 5 -侧翼 区 ， 而 5S 
rRNA 启动 子 却 位 于 其 控制 基因 的 内 部 。 

5S rRNA 启动 子 位 于 基因 内 部 的 结论 是 通过 以 
下 实验 操作 得 出 的 : 首先 ， 确定 启动 子 的 5' 端 。 
Brown BAYER TMH SS rRNA 基因 的 5' 端 序列 进行 
逐渐 缺失 ， 每 次 缺失 序列 的 长 度 都 会 增长 ， 由 此 获得 
5' 端 长 度 不 等 的 系列 SS rRNA 基因 突变 体 ， 体 外 观察 
突变 对 基因 转录 的 影响 。 通 过 凝 胶 电泳 测定 转录 产物 
的 大 小 ， 依 此 判断 转录 的 正确 与 否 。 长 度 约 为 120bp 
(5S rRNA 的 大 小 ) 的 RNA 是 基因 的 正常 转录 产物 ， 
即使 该 转录 物 的 序列 与 真正 5S rRNA 不 同 。 研 究 者 
之 所 以 转录 获得 了 非 正确 序列 的 转录 本 ， 是 因为 他 们 
因 破 坏 启动 子 而 改变 了 基因 内 部 的 序列 。 

实验 结果 让 人 意外 ， 将 基因 5 侧 攻 区 全 部 删除 
对 转录 没有 多 大 的 影响 (图 10. 25)。 而 且 ， 将 基因 
自身 5 端的 较 大 片段 删除 后 ， 仍 能 产生 长 度 约 为 
120nt 的 转录 物 。 然 而 ， 当 删除 的 片段 超过 十 50 位 
时 就 会 破坏 启动 子 的 功能 。 

利用 类 似 方法 ，Brown 及 同事 在 基因 的 转录 序 
列 内 鉴定 出 一 个 位 于 第 50 位 碱 基 至 第 83 位 碱 基 的 
敏感 区 域 ， 只 要 其 中 的 序列 不 改变 ， 启 动 子 的 功能 
就 不 会 遭 到 破坏 。 很 明显 ， 这 两 个 位 点 就 是 爪 蜡 5S 
rRNA 基因 内 部 启动 子 的 外 边界 。 其 他 一 些 实验 的 
研究 结果 表明 ， 在 该 区 域 的 外 侧 插入 较 大 的 DNA 
片段 ， 不 会 对 启动 子 造成 损害 。Roeder 及 同事 对 启 
动 子 内 的 全 部 碱 基 进 行 系统 突变 分 析 ， 从 中 鉴定 出 
3 个 区 域 ， 只 要 这 3 个 区 域 不 发 生 改 变 ， 启 动 子 功 
能 就 不 会 大 幅度 降低 。 这 些 敏感 区 称 为 A 盒 、 中 间 
元 件 (intermediate element) LAB C & (£ B fe. 
因为 在 其 他 的 II 类 基因 内 已 发 现 了 B 盒 ， 但 在 SS 
TRNA 启动 子 内 还 没有 发 现 与 之 相对 应 的 序列 )。 图 
10. 26 总 结 了 对 SS rRNA 启动 子 进行 实验 分 析 获 得 
的 结果 。 对 另 两 个 典型 的 II[ 类 基因 ， 即 tRNA 基因 
和 VA RNA 基因 进行 了 相同 的 实验 ， 结 果 表 明 这 两 
个 基因 的 启动 子 都 包含 有 ARBA (M10. 26b). 
其 中 A 盒 序列 与 5S rRNA 启动 子 的 A 盒 序列 相似 。 
在 一 定 程度 上 改变 这 两 个 区 域 的 空间 距离 不 会 破坏 
启动 子 的 功能 。 然 而 ， 但 这 种 改变 是 有 限度 的 ， 如 
REARS BRZMMAKAM DNA 片段 ， 则 会 
降低 启动 子 的 活性 。 


wt.3 6 1028 47 5055 60 77 - 


图 10.25 Ss“- 序 列 缺失 对 SS rRNA 基因 转录 
的 影响 。Brown 及 同事 对 爪 蟾 5S rRNA 基因 
的 5' 端 序列 进行 逐渐 缺失 ， 然 后 在 体外 存在 
标记 底 物 的 条 件 下 转录 这 些 突变 基因 ， 对 转 
录 产 物 进行 凝 胶 电泳 。 实 验 所 用 的 DNA 模板 
分 别 是 : 泳 道 a， 未 发 生 序列 缺失 的 阳性 对 
照 ; 泳 道 b~j， 序 列 缺失 后 的 基因 ， 其 5' 端 
碱 基 位 置 在 图 下 方 标注 〈 如 泳 道 b，5S rRNA 
序列 缺失 后 ， 突 变 基因 的 5 端 相 当 于 野生 型 
基因 原来 的 十 3 位 ); 泳 道 k， 阴 性 对 照 
(pBR322 DNA, 36 5S rRNA 基因 序列 )。 泳 
道 a~g 的 系列 缺失 突变 模板 具有 较 强 的 全 长 
的 5S rRNA 合成 能 力 ， 其 中 泳 道 g 的 模板 缺 
失 的 序列 达到 十 50 位 。 若 缺失 序列 的 长 度 继 
续 延 长 ， 超 过 十 50 位 时 ， 转 录 停止 。 泳 道 
bh~k 也 在 正常 位 置 处 出 现 了 电泳 条 带 ， 但 与 
5S rRNA 基因 的 转录 无 关 ， 可 能 是 不 相干 的 
杂 带 。 (Source: Sakonju, S, D. F. Bogen- 
hagen, and D. D. Brown. A control region in the 
center of the 5S RNA gene directs specific initia- 
tion of transcription: L The 5’ border of the re- 
gion Cell 19 (Jan 1980) p.17, £4.) 
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图 10.26 XH RNA RAR I 所 识别 基因 的 启动 子 。5S rRNA 基因 启 、tRNA 基因 和 US 
RNA 基因 启动 子 内 的 基因 调控 元 件 以 蓝 色 条 框 显示 。 


Bie, M 类 启动 子 具有 几 种 不 同 的 类 型 。5S 
rRNA 基因 的 启动 子 单独 划分 为 一 组 ， 属 于 1 型 启 
动 子 (图 10. 26a)， 注 意 ， 在 本 节 我 们 只 讨论 II 类 
启动 子 、 不 要 将 1 型 启动 子 与 I 类 class D 基因 相 
RM. Wow UM (type ID 启动 子 ， 绝 大 多 数 
的 山 类 启动 子 都 属于 也 型 启动 子 ， 类 似 图 10. 26b 
所 示 的 tRNA 启动 子 和 VA RNA 启动 子 。 第 三 组 为 
I 型 (type ID 启动 子 ， 包 括 基因 的 调控 元 件 限定 
在 5"- 侧 器 区 的 非典 型 启动 子 ， 人 类 7SK RNA 基因 
启动 子 和 U6 RNA 基因 启动 子 是 UL 型 启动 子 的 典 
型 代表 (图 10, 26c) 。 顺 便 提 一 下 ，U6 RNA 是 核 内 
小 RNA (snRNA) 的 成 员 ， 在 mRNA 剪接 过 程 中 
发 挥 关键 作用 ， 相 关内 容 将 在 第 14 章 讨论 。 最 后 . 
还 有 些 启动 子 〈 如 7SLRNA 基因 的 启动 子 ) 属于 II 
型 与 JI 型 之 间 的 杂 合 类 型 ， 即 具有 11 型 启动 子 和 
J 型 启动 子 的 特点 ， 在 基因 内 部 和 外 部 均 存在 对 启 
动 子 转录 活性 具有 重要 作用 的 元 件 。 

小 结 RNA 聚合 酶 II 转录 一 套 较 短 的 基 

因 ， 典型 II 类 基因 “〈I 型 和 开 型 ) 启动 子 的 全 部 
序列 均 位 于 基因 内 部 。 II 类 基因 (5S rRNA 基 
内》 的 1 型 内 部 启动 子 可 分 为 3 个 区 域 ，A 盒 、 
短 的 中 间 元 件 、C fe. II 类 基 《如 tRNA 基因 ) 
的 开 型 内 部 启动 子 可 分 为 A 盒 与 B 盒 2 个 区 域 。 
非典 型 的 《II 型 ) II 类 基因 的 启动 子 类 似 于 I 
类 基因 的 启动 子 。 

具有 类 似 于 聚合 酶 UL 启动 子 的 II 类 基因 在 
Brown 等 提出 11 类 基因 内 部 启动 子 的 新 概念 后 ， 人 
们 普遍 认为 所 有 IT 类 基因 都 是 以 这 种 方式 起 始 转录 
的 。 然 而 ,在 20 世纪 80 年 代 中 期 发 现 了 例外 。 
1985 年 ，Elisabetta Ullu 和 Alan Weiner 对 野生 型 和 
突变 型 7SL RNA 基因 进行 体外 转录 研究 时 发 现 ， 
基因 的 5"- 侧 淆 区 是 基因 高 水 平 转录 所 必需 的 ， 如 果 
该 区 域 缺失 ， 转 录 的 效率 就 会 降低 为 原先 的 1/100 一 
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1/50, Ullu 和 Weiner 推断 ， 对 7SL RNA 基因 转录 
最 重要 的 DNA 元 件 位 于 基因 的 上 游 。 然 而 ，5'- 侧 
惕 区 缺失 后 ， 突 变 基因 仍然 能 够 转录 的 事实 表明 ， 
基因 还 含有 较 弱 的 内 部 启动 子 。 这 些 数据 有 助 于 解 
释 人 类 基因 组 中 存在 数 百 拷贝 的 7SL RNA 假 基因 
CISL 基因 的 无 功能 拷贝 ) 以 及 与 Alu 基因 相关 的 序 
列 在 体内 弱 转录 的 原因 ， 这 些 假 基因 缺少 高 水 平 转 
录 所 必需 的 上 游 元 件 。 

Marialuisa Melli 及 同事 注意 到 ，7SK RNA 基因 
没有 类 似 于 典型 II 类 启动 子 那样 的 内 部 序列 ， 其 5- 
RREK 7SL RNA 基因 的 5 - 侧 恬 区 则 源 ， 基 于 这 些 
观察 ， 研 究 者 认为 7SK RNA 基因 具有 一 个 完整 的 外 
部 启动 子 ， 为 证 实 这 一 推论 ， 他 们 连续 渐进 地 对 该 基 
因 的 5" 侧翼 区 进行 缺失 突变 ， 然 后 测试 缺失 片段 对 
基因 体外 转录 的 效应 。 图 10. 27 显示 ， 删 除 一 37 位 
上 游 的 序列 时 ， 该 基因 仍 能 高 效 表达 ， 合 成 大 量 的 
ISK RNA, 但 删除 一 37 位 下 游 的 序列 时 ， 转 录 就 不 
能 发 生 了 。 此 外 ， 相 对 而 言 ， 编 码 区 并 非 转录 所 必 
需 ， 体 外 转录 分 析 实验 中 使 用 的 一 组 突变 体 ， 即 使 缺 
失 发 生 在 编码 区 内 甚至 编码 区 完全 缺失 时 ， 转 录 仍 能 
发 生 。 由 此 可 见 ，7SK RNA 基因 没有 内 部 启动 子 。 

位 于 转录 起 始点 上 游 约 37 个 碱 基 距 离 处 的 启动 
子 有 怎样 的 性 质 呢 ? 令 人 感 兴趣 的 是 ， 在 这 个 区 域 
A TATA 盒 序列 ， 改 变 其 中 的 3 个 碱 基 (TAT 
GCG) 会 导致 转录 效率 下 降 97%。 因 此 ，TATA & 
是 启动 子 充分 发 挥 功能 所 必需 的 。 这 一 切 也 许 会 让 
你 感到 困惑 ， 难 道 7SK RNA 基因 由 RNA RAN I 
而 不 是 RNA 聚合 酶 I 负责 转录 。 如 果 该 基因 确实 
由 RNA 聚合 酶 [[ 负责 转录 ， 那 么 低 浓度 的 AE 
草 碱 就 能 抑制 转录 的 发 生 ， 但 实际 上 只 有 较 高 浓度 
的 AGM A HEM] ?SK RNA 的 合成 。 从 oc BY 
BRB ISK RNA 合成 的 曲线 可 以 看 出 ， 我 们 
的 预测 是 正确 的 ，7SK RNA 基因 由 RNA RAK II 


7SK RNA 一- pepe omen 
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图 10. 27 5 端 序列 缺失 突变 对 7SK RNA 启动 子 的 
影响 。Melli 及 同事 将 人 7SK RNA 基因 的 5 -侧翼 
区 序列 缺失 ， 然 后 体外 转录 这 些 突变 基因 ， 凝 胶 电 
泳 检测 7SK RNA 是 否 能 够 正常 合成 。 泳 道上 方 的 
负数 表示 突变 基因 其 5 端 保留 序列 的 长 度 。 例 如 ， 
泳 道 9 所 用 的 DNA 模板 其 5 -侧翼 只 有 3 个 碱 基 ， 
即 标注 为 一 3。 沪 道 1 一 10 :突变 基因 克隆 到 pEM- 
BL8 Rik; 泳 道 11 一 19: 突变 基因 克 降 到 pUC9 载 
体 ; 泳 道 10 和 19 分 别 表示 克隆 载体 自身 转录 。 对 
比 泳 道 5 和 6 (或 15 和 16) 可 以 看 出 ，5'- 侧 翼 的 
第 一 37 至 一 26 之 间 的 序列 缺失 会 导致 启动 子 活性 
的 急剧 下 降 ， 表 明 这 11 个 碱 基 序列 是 启动 子 的 一 
个 重要 元 件 。 (Source， Murphy, S , C. Diliegro, 
and M. Melli, ‘The in vitro transcription of the 7SK 
RNA gene by RNA polymerase III is dependent only 
on the presence of an upstream promoter. Cell 51 
(9) (1987) p.82, f.1b.) 


而 不 是 RNA 聚合 酶 II 负责 转录 。 

现在 我 们 已 了 解 到 ，U6 RNA 基因 和 EBER2 基 
因 也 属于 这 种 非典 型 的 类 基因 ， 具 有 类 似 于 RNA 
聚合 酶 IT 所 识别 的 启动 子 ， 但 却 由 RNA 聚合 酶 II 
负责 转录 。 到 第 11 章 我 们 就 对 这 种 现象 不 会 感到 奇 
怪 了 ， 因 为 TATA 结合 蛋白 (TBP) RT SS TE 
因 的 转录 外 ， 还 参与 A (和 1 类 ) 基因 的 转录 。 

小 结 ” 硅 少 有 一 种 I SAA, BD 7SL RNA 
基因 具有 一 个 较 弱 的 内 部 启动 子 ， 同 时 ， 该 基因 
还 拥有 高 效 转录 所 必需 的 5 -侧翼 区 。 其 他 非典 
型 的 II 类 基因 《〈 如 ?7SK 基因 和 U6 RNA 基因 》 
无 内 部 启动 子 , 但 在 基因 SWRA S 正 类 
启动 子 十 分 相似 的 启动 子 区 域 ， 此 外 ,还 包含 
TATA f. 


10.3 ”增强 子 与 沉默 子 


许多 真 核 基因 特别 是 卫 类 基因 都 有 顺 式 作 用 


(cis-acting) DNA 元 件 。 从 严格 意义 上 讲 ， 这些 顺 式 
作用 元 件 并 不 是 启动 子 的 组 成 部 分 ， 但 却 对 转录 有 显 
著 的 影响 。 正 如 我 们 在 第 9 章 所 学 过 的 ， 增 强 子 
(enhancer) 是 促进 基因 转录 的 元 件 。 相 反 ， 沉默 子 
(silencer) 会 抑制 转录 。 本 节 我 们 主要 讨论 这 些 元 件 
的 主要 特征 ， 在 第 12 章 和 第 13 章 介 绍 其 作用 模式 。 
增强 子 

Chambon 及 同事 在 SV40 早期 基因 的 5 PURE 
首次 发 现 了 增强 子 。 此 前 . 该 DNA 区 域 因 具有 明 
显 的 72bp 重复 序列 (72bp repeat) (图 10. 28) 而 受 
到 人 们 的 关注 。 当 Benoist 和 Chambon 对 这 一 区 域 
进行 缺失 突变 时 ， 发 现 体内 相应 基因 的 转录 效率 显 
著 降低 ， 表 明 该 72bp 重复 序列 构成 了 另 一 个 上 游 启 
动 子 元 件 。 然 而 ，Paul Berg 及 同事 却 发 现 ， 即 使 方 
向 倒转 或 被 移 到 环形 SV40 基因 组 的 另 一 端 且 与 启 
动 子 相 距 超 过 2kb，72bp 重复 序列 仍 能 激活 转录 。 
72bp 重复 序列 的 后 一 种 行为 至 少 可 以 说 明 该 序列 并 
不 是 启动 子 元 件 。 因此， 把 这 种 无 方向 和 位 置 依赖 
性 的 DNA 元 件 称 为 增强 子 ， 以 区 别 于 启动 子 元 件 。 

那么 ,增强 子 如 何 促进 转录 ? 在 第 12 章 我 们 将 
了 解 到 ， 增 强 子 通过 与 之 结合 的 蛋白 质 而 发 挥 作用 ， 
这 些 蛋白 质 具 有 不 同 的 称谓 : 转录 因子 〈transcrip- 
tion factor), #38 Ff & ÆA (enhancerbinding 
protein) 或 激活 子 (activator)。 这 些 蛋 白质 通过 与 
结合 在 启动 子 上 的 通用 转录 因子 (general transcrip- 
tion factor) 相互 作用 而 激活 转录 。 这 种 相互 作用 促 
进 了 前 起 始 复合 体 的 形成 ， 该 复合 体 是 起 始 转录 所 
必需 的 。 因此， 增强 子 可 以 使 基因 被 激活 子 所 诱导 
《或许 有 时 被 抑制 )。 我 们 将 在 第 11 章 和 第 12 章 探 
讨 这 些 相互 作用 的 具体 细节 ， 同 时 我 们 还 会 了 解 到 ， 
激活 子 通常 需要 其 他 分 子 〈 如 激素 、 辅 激活 蛋白 ) 
的 协助 才能 发 挥 作 用 。 

增强 子 一 般 位 于 其 所 调控 启动 子 的 上 游 ， 但 也 
不 绝对 。 事 实 上 ， 早 在 1983 年 ，Tonegawa 及 同事 
就 发 现 了 增强 子 位 于 基因 内 部 的 一 个 事例 。 他 们 的 
研究 对 象 是 编码 小 鼠 特殊 抗体 或 免疫 球 蛋 白 Ya KE 
基 的 基因 ， 将 该 基因 导入 能 够 正常 表达 抗体 基因 但 
无 这 个 特殊 基因 的 浆 细胞 瘤 细 胞 内 。 为 检测 yw 基因 
在 转 染 细 胞 内 的 表达 效率 ， 研 究 者 在 反应 体系 中 添 
加 标记 的 氨基 酸 ， 以 标记 新 合成 的 蛋白 质 。 然 后 用 
Yw 蛋 白 的 抗体 与 标记 的 ,蛋白 免疫 共 沉 淀 (第 5 
章 )。 对 免疫 共 沉淀 的 蛋白 质 进行 凝 胶 电 泳 ， 放 射 自 
显影 检测 。 结 果 表 明 ， 疑 似 有 增强 子 功能 的 序列 位 
于 基因 的 一 个 内 含 子 区 域内 ， 内 含 子 是 基因 内 的 一 
个 区 域 ， 可 被 正常 转录 ,但 在 随后 的 剪接 加 工 过 程 
中 通常 会 被 从 转录 物 中 切除 第 14 章 )。Tonegawa 
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Œ 10.28 SV40 病毒 早期 基因 调控 区 的 结构 。 按 惯例 右 向 直角 箭头 表示 转录 的 起 始 位 点 ， 虽 然 图 
10. 21a 所 示 ， 实 际 上 有 3 个 串联 的 起 始 位 点 。 在 转录 起 始 位 点 的 上 游 ， 按 照 从 右 到 左 的 次 序 依次 为 : 
TATA 盒 (红色 )、6 个 GC (RE), HET (72bp BR, KH). 


及 同事 首先 对 疑似 增强 子 的 区 域 进行 缺失 突变 ， 分 。” 码 的 内 含 子 区 域 ， 不 会 影响 蛋白 质 产 物 的 合成 ， 但 
别 删除 2 个 片段 ， 如 图 10. 29 所 示 ， 然 后 分 析 yw 引起 了 蛋白 质 产物 数量 的 降低 ， 特 别 是 进行 大 片段 
ARERR TRE DNA 的 细胞 内 的 表达 情况 。 图 。 缺失 (AD 时 ， 这 种 情况 尤为 明显 。 
10. 29b 显示 了 实验 结果 : 尽管 缺失 突变 发 生 在 非 纺 
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图 10. 29 免疫 球 蛋 白 yw 重 链 基因 增强 子 的 缺失 突变 效应 。(a) 克隆 的 yo 基因 图 谱 。 蓝 色 条 框 代 表 该 基 
因 的 外 显 子 ， 即 基因 中 对 应 于 成 熟 mRNA 的 序列 ; 落 色 条 框 间 的 线条 代表 该 基因 的 内 含 子 ， 能 够 被 转 
R, 但 在 mRNA 前 体 剪接 过 程 中 被 切除 ， 不 出 现在 成 熟 mRNA H. Xe, Xs 和 X, 代表 限制 性 内 切 核酸 
酶 Xbal 的 酶 切 位 点 。Tonegawa 及 同事 推测 增强 子 位 于 X-X 区 域 。 因此， 研究 者 分 别 删除 人 1 MA 
GIERE) 两 个 区 域 ， 分 析 其 缺失 效应 。(b》 在 蛋白 质 水 平 上 分 析 yw 基因 的 表达 。Tonegawa 及 同事 分 
别 用 野生 型 基因 〈 泳 章 2~5), BRA 区 的 基因 ( 泳 道 6~9)、 缺 失信 2 区 的 基因 ( 泳 道 0~13) 转化 
浆 细胞 泳 道 1 是 未 转化 的 对 照 组 浆 细胞 。 转 化 后 ， 用 放射 性 标记 的 氨基 酸 来 标记 新 合成 的 蛋白 质 ， 莱 
取 新 合成 的 蛋白 质 ， 免 疫 沉 淀 分 离 yw 蛋白 ， 凝 胶 电 泳 ， 利 用 荧光 显影 放射 自 显影 的 一 种 改良 方法 ， 即 
在 凝 胶 中 添加 荧光 染料 ) 检测 放射 性 蛋白 质 。 放 射 性 辐射 会 引发 荧光 物质 释放 光子 ， 可 被 X 线 检测 到 。 
删除 人 1 区 后 ， 基 因 表达 水 平 略 微 下 降 ， 删 除 人 2 区 后 ， 会 导致 基因 表达 水 平 的 大 幅 下 降 。(c) yw 基因 的 
转录 分 析 。Tonegawa 及 同事 从 各 转化 细胞 中 提取 RNA， 电 泳 后 进行 Northern 印迹 。 泳 道 1 (阳性 对 照 ) 
是 未 经 转化 的 桨 细胞 “MOPC 141)， 能 够 表达 yy 基因， 泳 道 2 〈( 阴 性 对 照 ) 是 未 经 转化 的 浆 细胞 
(J5581)， 不 能 表达 yw 基因， 泳 道 3 一 4 是 经 野生 型 jx 基因 转化 的 J558L 细胞 株 ; 泳 道 5~6 是 经 删除 人 1 
区 的 yw 基因 转化 的 J558L 细胞 株 ; Kil 7~8 是 经 删除 人 2 区 的 yw 基因 转化 的 J558L 细胞 株 ， 删除 Al 区 
会 引起 基因 表达 水 平 的 轻微 下 降 ， 删 除 人 2 区 则 导致 yw 基因 表达 终止 。 (Source: (bc) Gillies, S D. , 
S. L. Morrison, V.T. Oi, and S. Tonegawa, A tissue-specific transcription enhancer element is located in 
the major intron of a rearranged immunoglobulin heavy chain gene. Cell 33 (July 1983) p.719, f. 28-3.) 
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那么 ， 这 种 影响 是 由 于 转录 效率 下 降 而 引起 的 ， 
还 是 另 有 其 他 原因 ? Tonegawa 研究 小 组 通过 
Northern 印迹 实验 回答 了 这 个 问题 ， 实 验 所 用 RNA 
分 别 来 自转 染 有 正常 或 缺失 突变 yw 基因 的 细胞 。 如 
图 10. 29c 所 示 ，Northern 印迹 结果 再 次 证 实 ， 当 疑 
似 增 强 子 的 序列 发 生 缺 失 后 导致 启动 子 的 功能 丧失 。 
但 这 段 序列 是 个 真正 的 增强 子 吗 ? 如 果 是 ， 那 么 该 
序列 在 发 生 移动 或 倒转 后 应 该 仍 能 保持 其 增强 转录 
的 活性 。Tonegawa 及 同事 首先 将 含有 增强 子 的 Xe 
Xs 片段 倒转 ， 如 图 10. 30a 中 的 “位 置 /方向 B” 所 
示 ， 图 10. 30b 显示 该 增强 子 仍 然 具 有 功能 。 其 次 ， 
RRA X-X 片段 从 内 含 子 中 取出 ， 放 置 到 启动 


x, 


a 


2 ‘3 + 


子 的 上 游 〈 位 置 /方向 C)， 该 增强 子 还 能 够 发 挥 功 
能 。 在 新 位 置 处 发 生 倒转 〈 位 置 /方向 D) 后 还 是 具 
有 功能 。 因 此 ， 在 XX 片段 内 的 某 一 区 域 具有 增 
强 子 的 行为 : 能 够 在 启动 子 附近 促进 转录 ， 无 位 置 
和 方向 依赖 性 。 最 后 ， 研 究 者 还 比较 了 yw 基因 在 转 
化 小 鼠 两 种 不 同 细胞 内 的 表达 情况 ， 其 中 一 种 细胞 
是 我 们 前 面 介 绍 过 的 浆 细胞 瘤 细 胞 ， 另 一 种 是 成 纤 
维 细胞 。 结 果 显示 ，7yw 基因 在 浆 细胞 瘤 细胞 内 的 表 
达 活 性 较 高 。 这 与 增强 子 的 功能 相 一 致 ， 因 为 成 纤 
维 细胞 不 能 合成 抗体 ， 因 而 也 就 没有 能 激活 抗体 基 
因 增 强 子 的 增强 子 结合 蛋白 。 因此， 抗体 基因 不 能 
在 成 纤维 细胞 内 表达 。 
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图 10.30 yw 基因 的 增强 子 元 件 无 方向 和 位 置 依 赖 性 。 (a) 突变 质粒 的 结构 。Tonegawa 
及 同事 将 原 有 质粒 内 yw 基因 (图 10. 29) 的 X-X 区 切除 ， 使 增强 子 缺失 。 然 后 按 4 种 不 
同 的 方式 将 Xa-Xs 片段 〈 包 含 增强 子 ) 重新 插入 到 基因 中 ， 构 建 了 4 种 重组 质粒 。 质 粒 A 
MARB: X-X 片段 被 正 向 《A) 或 反 向 (B) 重新 插入 到 原来 的 位 置 处 ; 质粒 C 和 质粒 
D: X-X 片段 被 正 向 〈C) 或 反 向 〈D) 插入 到 另 一 个 Xbal MEV CX) 处， 此 位 点 
位 于 基因 上 游 几 百 个 碱 基 处 。(b) 实验 结果 。Tonegawa 及 同事 检测 了 yw 基因 在 4 种 重组 
质粒 及 其 野生 型 质粒 中 的 表达 情况 。 如 图 10. 29b 所 示 ， 所 有 质粒 都 能 高 效 表 达 yw 基因 。 
泳 道 1， 未 转 染 的 ]558L 细胞 株 ， 缺 少 yw 基因 ; 泳 道 2 一 12: 用 不 同 质粒 转 染 的 J558L 细 
胞 株 ， 泳 道 2， 未 缺失 X,-Xs 片段 的 野生 型 质粒 ; 泳 道 3 一 4:， 缺失 X-X 片段 的 质粒 ; tk 
道 5~6: A 质粒 ; 泳 道 7 一 8: B 质 粒 ; 泳 道 9 一 10: C 质粒 ; 泳 道 11~12: DAR; 泳 道 
M: 蛋白 质 标准 。 (Source: (a) Adapted from Gillies, S. D. , S L. Morrison, V. T. Oi, 
and S Tonegawa, A tissue-specific transcription enhancer element is located in the major in- 
tron of a rearranged immunoglobulin heavy chain gene. Cell 33 (July 1983) p.721, f. 5.) 


沉默 子 


增强 子 并 不 是 唯一 能 够 远程 调控 基因 转录 的 
DNA 元 件 ， 沉默 子 也 能 远程 调控 基因 的 转录 ， 只 不 
过 像 其 名 字 所 寅 意 的 那样 ， 沉 默 子 是 抑制 而 不 是 促 
进 基因 的 转录 。 酵 母 交配 系统 (mating system, 
MAT) 为 研究 沉默 子 作用 机 制 提供 了 一 个 很 好 的 事 


例 。 醉 母 细胞 第 Il 条 染色 体 上 存在 着 3 个 序列 十 分 
相似 的 基因 座 : MAT、HML 和 HMR, 但 只 有 
MAT 基因 座 表达 ，HML 和 HMR 却 不 能 表达 。 这 
是 因为 位 于 HML 和 HMR 基因 座 至 少 1kb 的 远 处 
存在 着 抑制 基因 活性 的 沉默 子 。 我 们 知道 ， 除 了 无 
活性 基因 的 自身 因素 外 ， 还 有 其 他 原因 导致 基因 失 
活 。 因 为 酵母 的 活性 基因 可 以 被 HML 或 HMR 所 
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取代 ， 而 原来 的 活性 基因 被 “移植 ”后 就 会 失 活 。 
由 此 可 见 ， 这 些 基因 受 沉默 子 的 负 调控 。 那 么 ， 沉 
默 子 的 作用 机 制 如 何 ? 已 有 的 数据 表明 ， 沉 黑子 能 
引起 染色 质 弯曲 绰 绕 ， 产 生 异 染色 质 的 结构 ， 致 使 
转录 因子 无 法 与 邻近 的 基因 相 结合 ， 从 而 使 基因 处 
于 失 活 状态 。 在 第 13 章 将 对 详细 介绍 这 个 过 程 。 

有 时 ， 同一 DNA 元 件 既 表现 增强 子 的 活性 ， 
又 表现 沉默 子 活性 ， 这 完全 取决 于 与 之 结合 的 蛋白 
质 的 特性 。 例 如 ， 当 甲状 腺 激素 受 体 单独 结合 在 甲 
状 腺 激素 应 答 元 件 上 时 ， 此 应 答 元 件 具有 沉默 子 的 
功能 ， 当 甲状 腺 激素 受 体 与 其 配 体 甲状 腺 激素 结合 
后 ， 青 结合 在 甲状 腺 激素 应 答 元 件 上 时 ， 此 应 答 元 
件 具 有 增强 子 的 功能 。 在 第 12 章 我 们 将 讨论 该 
问题 。 


小 结 ”增强 子 和 沉默 子 都 是 无 位 置 和 方向 依 
赖 性 的 DNA 元 件 ， 分 别 能 够 促进 或 抑制 相关 基因 
的 转录 。 增 强 子 和 沉默 子 具 有 组 织 特异 性 ， 其 活 
性 有 赖 于 组 织 特异 性 DNA 结合 蛋白 。 有 时 ， 同 一 
DNA 元 件 既 表 现 增强 子 活 性 ， 又 表现 沉默 子 活 
性 ,这 完全 取决 于 与 之 结合 的 蛋白 质 的 特性 。 


总 结 


真 核 生物 的 细胞 核 内 存在 三 类 RNA 聚合 酶 ， 
可 通过 离子 交换 层 析 的 方法 进行 分 离 。RNA EA BE 
1 存在 于 核 仁 中 ， 另 外 两 类 RNA R CRNA 聚合 酶 [I 
和 RNA RAM ID 定位 在 核 质 中 。 这 三 类 细胞 核 
RNA 聚合 酶 在 转录 过 程 中 行使 不 同 的 功能 。RNA 
聚合 酶 I 负责 合成 较 大 的 rRNA CCE ASHE SD OW 
5.8S、18S 和 28S rRNA) 前 体 ， RNA RAR IAE 
化 合成 mRNA 的 前 体 hnRNA 以 及 大 多 数 的 核 内 小 
RNA (snRNA); RNA 聚合 酶 I 催化 合成 5S 
tRNA, tRNA 的 前 体 以 及 其 他 几 种 胞 内 小 分 子 
RNA 和 病毒 RNA。 

一 些 真 核 生物 的 所 有 这 3 种 细胞 核 RNA 聚合 
酶 的 亚 基 结构 均 已 确定 。 它 们 均 由 多 个 亚 基 构 成 ， 
其 中 包括 分 子 质量 超过 100kDa 的 两 个 大 亚 基 。 所 
有 真 核 生物 似乎 都 具有 一 些 共 有 亚 基 ， 即 三 类 RNA 
聚合 酶 均 具 有 的 亚 基 。 编 码 酵母 RNA RAN I 全 
部 12 个 亚 基 的 基因 均 被 克隆 、 测 序 ， 并 进行 了 突变 
分 析 。 有 3 个 亚 基 在 结构 和 功能 上 与 细菌 RNA 聚 
合 酶 的 核心 亚 基 相 似 ; 有 5 个 亚 基 是 三 类 细胞 核 
RNA 聚合 酶 所 共有 的 ; 有 2 个 亚 基 并 不 是 聚合 酶 发 
挥 活性 所 必需 的 ， 至 少 在 正常 温度 条 件 下 如 此 ; 有 
2 个 亚 基 不 能 被 归结 到 上 述 三 组 亚 基 中 。 

酵母 RPB1 基因 的 原初 产物 为 Ila 亚 基 。 其 末 
端 功能 域 (CTD) 是 由 7 个 氨基 酸 组 成 的 重复 序列 
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构成 ， 在 体外 ，CTD 可 被 蛋白 酶 切除 而 使 Ila 转化 
为 IIb。 在 体内 ，CTD 上 的 2 个 丝氨酸 可 发 生 磷酸 
化 修饰 而 使 Ia 转化 为 Io。 含 有 Ia 亚 基 的 酶 
(RNA RAR IA) 负责 与 启动 子 的 结合 ， 含 有 lo 
EEH (RNA 聚合 酶 IO) 负责 转录 的 延伸 。 

原子 分 辩 率 的 酵母 pol IIA4/7 的 结构 显示 ， 酶 
内 具有 一 个 很 深 的 有 裂隙， 能够 接纳 两 个 未 端 之 间 的 
线性 DNA 模板 。 结 合 有 一 个 Mg** 催化 中 心 位 于 裂 
隙 底部 ， 第 二 个 Met 以 较 低 的 浓度 存在 ， 可 能 参 
与 酶 与 核 戎 酸 底 物 的 结合 过 程 。 线 性 DNA 模板 与 
聚合 酶 复合 体 的 几何 结构 显示 ， 该 复合 体 具 有 足够 
的 空间 ， 以 利于 TFIID 与 启动 子 TATA RRA, 
以 及 TFIIB 将 聚合 酶 连接 到 TFIID 上 ， 从 而 将 聚合 
酶 也 定位 在 正确 的 起 始 位 点 处 。 

酵母 RNA 聚合 酶 I (缺失 Rpb4/7 亚 基 ) 的 转 
录 延 伸 复合 体 晶体 结构 图 像 显 示 ， 钳 状 结构 紧 紧 环 
抱 着 位 于 酶 裂隙 内 的 RNA-DNA 杂交 分 子 ， 确 保 转 
录 过 程 中 的 进行 性 。 此 外 ， 钳 的 3 个 环 结构 一 - 舵 、 
盖 和 拉链 分 别 在 下 列 事件 中 发 挥 重要 作用 : 起 始 
RNA-DNA 杂交 体 的 解 离 、 维 持 解 离 状 态 、 维 持 模 
板 DNA 的 解 离 。 酶 的 活性 中 心 位 于 孔 1 的 末端 ， 此 
人 口 是 核 苷 酸 进 入 酶 的 通道 ， 同 时 也 是 在 聚合 酶 发 
生 倒 退 时 RNA 逐 出 的 通道 。 桥 梁 螺旋 位 于 活性 中 
心 附近 ， 该 螺旋 的 可 挠 性 对 转录 过 程 中 的 转 位 是 至 
关 重 要 的 。or 牲 青 束 碱 能 够 抑制 桥梁 螺旋 的 弯曲 性 ， 
从 而 阻 断 了 转 位 。 

Rbpl 亚 基 的 盖 可 与 RNA-DNA 杂交 分 子 发 生 
相互 作用 ， 使 杂交 分 子 形成 的 碱 基 对 不 超过 8 个 ， 
盖 能 够 与 初生 RNA 链 的 碱 基 发 生 相 互 作用 ， 使 杂 
交 分 子 在 8bp 区 域 之 后 处 于 熔 解 状 态 。Rbpl 亚 基 的 
舵 通过 与 DNA 模板 链 上 的 一 9 位 和 一 10 位 碱 基 相 
互 作用 ， 与 盖 协 同 保持 链 的 分 离 状态 。Rbp2 亚 基 的 
叉 状 环 1 可 与 RNA 链 的 一 5 位 、 一 6 位 和 一 7 位 碱 
基 发 生 相互 作用 ， 使 RNA-DNA 杂交 分 子 的 长 度 维 
持 在 8 个 碱 基 对 左右 。 

在 通过 入 口 移 向 RNA 聚合 酶 也 活性 位 点 的 过 
BP, ERBA MAH MRY AHA E GEA) 位 
点 ， 而 A 位 点 是 磷酸 二 酷 键 形成 的 位 点 。 相 对 于 在 
从 位 点 的 位 置 ， 该 核 苷 酸 在 王位 点 发 生 了 倒转 。E 
和 A 位 点 具有 一 定 的 重 登 ， 在 E 和 A 位 点 之 间 核 人 
酸 发 生 的 旋转 可 能 在 碱 基 和 糖 的 特异 性 识别 方面 发 
挥 作用 。 活 性 位 点 结合 有 2 个 金属 离子 (Mgt 或 
Mr” )， 其 中 一 个 会 永久 地 结合 在 酶 的 活性 位 点 上 ， 
而 另 一 个 进入 活性 位 点 ， 与 正 被 挫 人 的 核 苷 酸 结合 
形成 复合 物 。 

包含 12 个 亚 基 的 RNA 聚合 酶 I 的 结构 显示 ， 
Rbp4/7 的 存在 会 迫使 钳 处 于 闭合 状态 ， 由 于 转录 起 


始 由 12 亚 基 的 聚合 酶 引发 ， 其 钳 状 结构 处 于 闭合 状 
态 ， 所 以 , 模板 DNA 链 在 进入 活性 位 点 之 前 ， 启 
动 子 DNA 要 先行 熔 解 。 该 结构 也 显示 ，Rbp4/7 延 
伸 到 聚合 酶 的 平台 区 ， 有 助 于 特定 通用 转录 因子 的 
结合 ， 从 而 促进 转录 的 起 始 。 

开 类 启动 子 可 能 包含 有 5 个 保守 元 件 : 由 4 个 
元 件 构成 的 核心 启动 子 及 上 游 启动 子 元 件 。4 个 核 
心 启 动 子 元 件 包括 TFIIB 识别 元 件 (BRE)、TATA 
E. EHF (nr) 和 下 游 启动 子 元 件 (DPE)。 在 
大 多 数 启动 子 中 ， 至 少 会 缺失 其 中 的 1 个 元 件 。 事 
KE, RA TATA 盒 的 启动 子 通 常 都 含有 DPE， 至 
少 在 果 蝇 中 情况 是 这 样 的 。 起 始 特异 性 基因 高 效 表 
达 的 启动 子 一 般 都 含有 TATA 盒 ， 而 起 始 持家 基因 
表达 的 启动 子 一 般 缺 失 TATA 盒 。 上 游 启 动 子 元 件 
通常 存在 于 AKO HL, SRO AF 
不 同 的 是 ， 上 游 启动 子 元 件 能 够 与 基因 特异 性 转录 
因子 结合 。 例 如 ，GC 盒 与 转录 因子 Spl 结合 ， 而 
CCAAT 盒 与 转录 因子 CTF 结合 。 与 核心 启动 子 不 
同 ， 上 游 启动 子 元 件 无 方向 依赖 性 ， 但 与 典型 的 增 
强 子 相 比 ， 上 游 启 动 子 元 件 具有 位 置 依赖 性 . 

在 不 同 的 物种 间 ，I 类 启动 子 序列 并 不 具有 很 
好 的 保守 性 ， 但 在 一 般 结构 上 还 是 具有 和 较 高 的 保守 
性 。I 类 启动 子 由 两 个 元 件 构成 : 包围 着 转录 起 始 
位 点 的 核心 元 件 和 大 约 在 上 游 100bp 远 处 的 上 游 启 
动 子 元 件 (UPE)。 这 两 个 元 件 间 的 空间 距离 是 十 分 
重要 的 。 

RNA RAME IN] 转录 一 套 较 短 的 基因 ， 典 型 II 
类 基因 〈I 型 和 也 型 ) 启动 子 的 全 部 序列 均 位 于 基 
WAR, IK (SS rRNA 基因 ) 的 1 型 内 部 启 
动 子 可 分 为 3 个 区 域 : A 盒 、 短 的 中 间 元 件 、C 盒 。 
II 类 基因 〈 如 tRNA 基因 ) 的 条 型 内 部 启动 子 可 分 
为 两 个 区 域 : ARS BA. Hh II[ 类 基因 〈 如 7SK 
基因 和 U6 RNA 基因 ) 的 启动 子 称 为 M 型 启动 子 ， 
缺乏 内 部 启动 子 ， 但 在 基因 的 5"- 侧 经 区 具有 与 类 
启动 子 十 分 相似 的 启动 子 区 域 ， 且 包含 有 
TATA &. 

增强 子 和 沉默 子 都 是 无 位 置 和 方向 依赖 性 的 
DNA 元件 ， 分 别 能 够 促进 或 抑制 相关 基因 的 转录 。 
增强 子 和 沉默 子 具 有 组 织 特异 性 ， 其 活性 有 赖 于 组 
织 特异 性 DNA 结合 蛋白 。 


复习 题 

1. 图 示 说 明 真 核 生物 细胞 核 RNA 聚合 酶 在 进 
行 DEAE- Sephadex 层 析 分 析 时 ， 从 层 析 柱 中 洗 脱 
的 情况 。 如 果 在 1yg/mL HERRE ERF, 
用 相同 的 组 分 进行 实验 ， 会 出 现 怎样 的 结果 。 

2. 描述 能 够 证 明 RNA 聚合 酶 1 主要 定位 在 细 


胞 核 的 核 仁 内 的 实验 方案 ， 并 给 出 实验 结果 。 

3. 描述 能 够 证 明 DNA RAM HI 负责 转录 合成 
tRNA 和 5S rRNA 的 实验 方案 ， 并 给 出 实验 结果 。 

4. RNA 聚合 酶 了 由 多 少 个 亚 基 组 成 ?哪些 为 核 
DEE? 哪 几 个 是 所 有 3 种 细胞 核 RNA 聚合 酶 共有 
的 亚 基 ? 

5. 描述 利用 抗原 决定 焦 标 签 法 从 酵母 中 纯化 
RNA 聚合 酶 [1 的 实验 过 程 。 

6. 在 制备 的 RNA RAR IRH, ROC, 
Æ (RPB1) 有 3 种 不 同 的 形式 。 请 给 出 这 3 种 不 同 
形式 亚 基 的 名 称 ， 并 指出 它们 在 SDS-PAGE 上 的 相 
对 位 置 。 这 些 不 同形 式 的 RPB1 之 间 具 有 怎样 的 区 
别 ? 请 列举 相关 证 据 。 

7. RPBL 亚 基 的 CTD 有 什么 结构 特点 ? 

8. 简 图 说 明 酵 母 RNA 聚合 酶 II 的 结构 ， 并 显 
JR DNA 的 结合 位 点 且 列举 相关 证 据 ， 同 时 也 要 显 
示 活 性 位 点 的 位 置 。 

9. 在 RNA 聚合 酶 的 催化 中 心 有 多 少 Mg 参与 
了 催化 反应 ? 为 什么 在 酵母 RNA RANE N 的 晶体 
结构 中 很 难 被 检测 到 其 中 的 一 个 Mg 的 存在 ? 

10. 引用 相关 的 证 据 ， 说 明 在 RNA RAN I e 
退 时 ， 孔 1 也 是 逐 出 RNA 的 通道 。 

11. 进行 性 转录 的 含义 是 什么 ?RNA REA NE IL 
的 哪 一 部 分 能 够 确保 转录 的 进行 性 ? 

12. RNA AAG TT AY HR, MEH 1 可 能 的 功 
能 是 什么 ? 根据 最 新 的 研究 数据 做 出 回答 。 

13. 桥梁 螺旋 可 能 的 功能 是 什么 ? EMR 
该 功能 间 的 关系 如 何 ? 

14. RNA RAB I AY A 位 点 和 下 位 点 的 含义 是 
什么 ? 在 核 苷 酸 选 择 过 程 中 的 作用 是 什么 ? 

15. Rpb4/7 复合 体 在 RNA BEA BE I 的 钳 状 结 
构 的 打开 或 闭合 过 程 中 具有 怎样 的 功能 ? 其 证 据 是 
什么 ? 

16. 包含 12 亚 基 的 RNA 聚合 酶 I 可 与 启动 子 
DNA 发 生 相互 作用 ， 这 暗示 启动 子 DNA 必须 处 于 
什么 状态 才能 与 聚合 酶 发 生 相 互 作 用 ? 

17. 图 例 说 明 RNA 聚合 酶 II 的 启动 子 结构 特 
点 ， 并 显示 所 有 类 型 的 元 件 。 

18. 哪 类 基因 可 能 具有 TATA 盒 ? 而 哪 类 基因 
又 可 能 缺失 TATA 27 

19. TATA & 5 UPE 之 间 可 能 存在 怎样 的 
关联 ? 

20. 如 果 将 TATA 盒 从 工 类 启动 子 中 切除 后 ， 
最 有 可 能 产生 的 两 个 效应 是 什么 ? 

21. 图 例 说 明 接头 扫描 的 实验 过 程 ， 通 过 接头 
扫描 实验 能 够 给 出 怎样 的 信息 ? 

22. 列举 了 类 启动 子 的 两 个 常见 上 游 元 件 , 它 
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们 与 核心 启动 子 元 件 相 比 ， 具 有 哪些 不 同 点 ? 
23. 图 例 说 明 典型 1 类 启动 子 的 结构 特 * 
24.1 类 启动 子 的 元 件 是 如 何 被 发 现 的 ? 请 列举 

实验 结果 。 

25. 设计 实验 方案 ， 证 明 维持 1 类 启动 子 的 两 个 

元 件 之 间 适 宜 的 空间 距离 的 重要 性 ， 并 给 出 实验 

结果 。 

26. 图 示 比 较 典 型 与 非典 型 II 类 基因 启动 子 的 
差异 ， 并 举例 说 明 。 

27. 描述 定位 5S rRNA 基因 启动 子 5- 边 界 的 实 
验方 案 ， 并 给 出 实验 结果 。 

28. 解释 增强 子 具有 组 织 特异 性 的 事实 。 


分 析 题 


1. 卫 类 基因 转录 的 起 始 位 点 岛 嗓 叭 位 于 TATA 
盒 最 后 一 个 碱 基 下 游 30bp 处 。 如 果 在 两 者 之 间 删 除 
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长 度 为 20bp 的 片段 ， 然 后 用 突变 的 DNA 转化 细 
胞 ， 转 录 的 起 始 位 点 还 是 同一 个 鸟 顺 叭 吗 ? MRA 
是 ， 那 么 转录 的 起 始 位 点 在 哪里 ? 你 如 何 确定 转录 
的 起 始 位 点 ? 

2. 你 推测 位 于 基因 上 游 的 一 个 重复 序列 可 能 具 
有 增强 子 的 功能 ， 描 述 能 够 证 明 你 的 推断 的 实验 方 
R, 并 预测 实验 的 结果 。 你 的 实验 应 该 确实 证 明 该 
序列 具有 增强 子 的 功能 ， 而 不 具有 启动 子 的 功能 。 

3. 你 正在 研究 一 个 新 的 AAT, 但 没有 发 
现 已 熟知 的 序列 ， 描 述 确定 启动 子 序列 位 置 的 实验 
方案 ， 并 简要 阐述 实验 结果 。 

4. MATFRE 5S rRNA 基因 启动 子 3' 端 的 
引物 延伸 分 析 实验 过 程 。 


翻译 Hei RE FRE 


BUR 真 核 生物 中 的 通用 转录 因子 


由 DNA 模板 合成 RNA 的 假 彩色 透射 电镜 照片 ， 呈 羽毛 状 结构 。 羽 毛 的 主 脉 是 
双 链 DNA 模板 ， 其 上 包 被 着 蛋白 质 ， 大 量 RNA DF DNA ML MRE h 
HÆ (X14000), (Source: © Oscar L. Miller/SPL/Photo Researchers, Inc. ) 


与 细菌 RNA 聚合 酶 相 比 ， 真 核 生物 的 RNA FE 
合 酶 不 能 独立 结合 到 启动 子 上 ， 需 要 依赖 称 作 转录 
因子 的 蛋白 质 引导 才能 发 挥 作用 。 转 录 因 子 分 为 两 
种 ， 通 用 转录 因子 (general transcription factor) 和 
基因 特异 性 转录 因子 (gene-specific transcription 
factor) (激活 因子 ，activator) 。 通 用 转录 因子 可 将 
RNA 聚合 酶 引导 至 相应 的 启动 子 上 ， 但 程度 较 弱 ， 
仅 支 持 本 底 水 平 的 转录 。 此 外 ， 单 靠 通用 转录 因子 
和 3 种 聚合 酶 只 能 实施 最 小 量 转录 调控 ， 而 实际 上 
细胞 对 转录 的 调控 极其 精细 。 不 过 ， 通 用 转录 因子 
使 RNA 聚合 酶 结合 至 相应 的 启动 子 上 的 作用 ,不 
仅 是 绝对 重要 的 ， 而 且 由 于 很 多 多 肽 的 参与 也 是 非 
常 复 杂 的 。 本 章 将 学 习 与 3 种 RNA 聚合 酶 及 其 启 
动 子 相互 作用 的 通用 转录 因子 。 


11.1 了 I 类 转录 因子 


通用 转录 因子 与 RNA 聚合 酶 结合 形成 前 起 始 
复合 物 ， 只 要 有 核 苷 酸 ， 该 复合 物 结合 就 能 起 始 转 
录 。 两 者 的 紧密 结合 伴随 着 开放 启动 子 复合 物 的 形 
成 , 使 DNA 从 转录 起 始 位 点 开始 解 链 ， 以 便 聚 合 
酶 读 取 。 我 们 首先 从 含有 聚合 酶 1 的 前 起 始 复合 物 
的 装配 开始 ， 虽 然 过 程 很 复杂 ， 但 却 是 研究 最 清楚 
的 部 分 。 一 旦 了 解 了 开 类 通用 转录 因子 的 作用 机 
制 , 1 类 和 II 类 的 机 制 就 容易 理解 了 。 


Tl Kapaa ss ASA 


了 类 前 起 始 复合 物 包括 聚合 酶 I 和 6 种 通用 转 
RAF, 分 别 为 TFIA, TFIIB, TFIID, TFIE, 
TFIUF 和 TFIIH, 许多 研究 表明 至 少 在 体外 ，I[ 类 通 
用 转录 因子 与 RNA RAN I 以 一 定 顺 序 结合 到 形 
成 中 的 前 起 始 复合 物 上 。Danny Reinberg, Phillip 
Sharp 及 同事 通过 DNA WERE HK, DNase 和 羟基 自 
由 革 足 迹 实验 (第 5 章 )， 确 定 了 也 类 前 起 始 复合 物 
中 多 数 因 子 的 结合 顺序 。 

图 11. 1a 显示 Danny Reinberg 和 Jack Greenb- 
lat 及 同事 用 TFIA, TFIID, TFIIB, TFIIF 及 
RNA 聚合 酶 了 1 HEIT TERR AR, A 4 BH 
明显 不 同 的 复合 物 存在 〈 图 11. 1 左 侧 )。 在 含有 腺 
病毒 主要 晚期 基因 启动 子 的 DNA 中 添加 TFIID 和 
TFIIA 时 ,形成 DA 复合 物 〈 泳 道 1)。 同 时 添加 
TFIIB, TFIID 和 TFIIA 时 ， 形 成 DAB AAY Qk 
道 2)。 图 的 中 间 部 分 显示 了 在 DAB 复合 物 中 添加 
不 同 浓度 的 RNA 聚合 酶 I 和 TFIIF 后 的 情况 。 泳 
道 3 加 入 了 标记 的 TFIID 十 A 十 B 十 F 全 部 4 种 因子 ， 
但 没有 RNA 聚合 酶 。 这 4 种 因子 形成 的 复合 物 与 
DAB 复 合 物 之 间 未 检测 到 差异 。 因 此 ，TFIIF 似乎 不 
能 独立 结合 到 DABE. 但 是 逐渐 增加 聚合 酶 的 量 时 
( 泳 道 4 一 7)， 两 种 新 复合 物 出 现 了 。 由 此 可 以 推测 两 
种 复合 物 中 含有 聚合 酶 和 TFIIF， 所 以 最 上 面 的 复合 
物 称 为 DABPoIF 复合 物 ， 另 一 个 新 复合 物 (DBPolF) 
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由 于 缺少 TFIIA 而 迁移 较 快 。 当 添加 了 过 量 聚 合 酶 
从 而 形成 最 大 量 DABPolF 复合 物 后 ， 开 始 降低 TFIIF 
的 最 〈 沪 道 8 一 11)， 直 至 降 为 零 。 结果 DABPoIF 复 
合 物 的 形成 量 随 之 减少 直至 消失 ， 所 以 即使 含有 大 量 
聚合 酶 但 没有 TFIIF 时 (oki 12), DABPolF (或 
DABPol) 复合 物 也 不 能 形成 。 以 上 结果 表明 RNA BE 
AWA TFIIF 因子 需 同时 加 和 人 才能 形成 前 起 始 复 
合 物 。 

Reinberg, Greenblatt 及 同事 利用 同样 的 凝 胶 阻 
洁 实 验 测定 不 同 因子 的 结合 顺序 ， 每 次 都 去 掉 一 个 


一 D. 结果 显示 如 果 去 掉 TFIID， 即 使 所 有 其 他 因子 
都 存在 也 不 会 形成 任何 复合 物 。 这 种 对 TFIID 的 依 
BEXT TFIID 是 第 一 个 结合 因子 的 假说 ， 其 他 因 
子 的 结合 依赖 于 TFIID 首先 与 TATA RAA. Kitt 
14 表明 去 掉 TFIIB 时 ， 仅 有 DA 复合 物 形 成 。 因 此 聚 
合 酶 和 TFIIF 的 结合 需要 TFIIB。 泳 道 15 表明 去 掉 
TFIIA 没 有 什么 变化 ， 因 此 至 少 在 体外 TFIA 不 重 
要 ， 而 且 该 泳 道中 条 带 的 位 置 与 两 个 大 复合 物 中 的 较 
小 者 有 相同 迁移 率 ， 提 示 这 个 较 小 的 复合 物 为 DB- 
PoIF。 最 后 一 个 泳 道 含 有 所 有 蛋白 质 因 子 ， 呈 现 两 个 


或 多 个 因子 。 最 极端 的 例子 在 泳 道 13 中 ,标记 为 。 ”大 复合 物 及 剩余 的 DAB 复合 物 。 
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图 11.1 前 起 始 复合 物 的 构建 。 (a) DABPolF MAW. Reinberg 及 同事 用 4 种 IAAF (TFIID、 
TFIIA, TFIIB, TFIIF) 及 RNA 聚合 酶 II， 分 别 与 含有 标记 腺 病毒 主要 晚期 基因 启动 子 的 DNA 进行 
凝 胶 阻 潜 实 验 。 泳 道 1 显示 DA 复合 物 ， 由 TFIID 和 TFIA 形成 。 泳 道 2 证 明 加 入 TFIIB， 形 成 新 复合 
物 DAB。 泳 道 3 含有 TFIID、TFIIA、TFIIB 和 TFIIF， 但 与 泳 道 2 的 结果 完全 相同 。 因 此 , 在 无 聚合 
MEI N TFIIF 不 结合 DAB 复合 物 。 泳 道 4 一 7 显示 4 种 转录 因子 再 加 越 来 越 多 的 聚合 酶 II， 出 现 越 来 越 
多 的 大 复合 物 〈DABPolF 和 DBPolF)。 泳 道 8~11 含有 越 来 越 少 的 TFIIF， 可 见 大 复合 物 越 来 越 少 。 泳 
道 12 显示 无 TFIIF 时 ， 基 本 上 不 形成 DABPolF 和 DBPolF。 因 此 ，TFIIF 可 能 将 聚合 酶 1 引入 复合 物 。 
右边 的 泳 道 显示 每 次 去 掉 一 个 因子 时 的 结果 。 泳 道 13 无 TFIID， 不 能 形成 复合 物 。 泳 道 14 显示 无 TFI- 
IBH}, FUER DA 复合 物 。 泳 道 15 证 明 无 TFIIA 时 ， 仍 能 形成 DBPolF。 泳 道 16 显示 当 所 有 因子 存在 
时 ， 所 有 大 复合 物 都 出 现 了 。(b) DBPolFEH 复合 物 。 将 DBPolF 复合 物 (k TFIA, WD 装配 到 含有 
标记 腺 病毒 主要 晚期 基因 启动 子 的 DNA 上 ， 接 着 依次 添加 TFIIE、TFIIH， 进 行 凝 胶 阴 洁 实 验 。 随 着 新 
转录 因子 的 添加 ， 复 合 物 的 分 子 质量 逐渐 增 大 ， 迁 移 率 逐渐 降低 。 在 右边 标 出 了 两 种 复合 物 的 迁移 率 ， 沪 
道 4 一 7 再 次 显示 去 掉 各 因子 的 结果 ， 具 体 因子 于 每 一 泳 道 的 项 部 标 出 。 这 里 最 好 的 结果 是 仅 有 DB 复合 物 
形成 ， 最 差 是 无 TFIID 时 没有 任何 复合 物 形成 。(Sources: (a)Flores. O., H. Lu, M. Killeen, J. Greenb- 
latt, Z F. Burton, and D. Reinberg, The small subunit of transcription factor IIF recruits RNA polymerase II 
into the preinitiation complex. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 88 (Nov 1991) 
p. 10001, f. 2a (b) Cortes, P., O. Flores, and D. Reinberg. 1992. Factors involved in specific transcription by 
mammalian RNA polymerase Il; Purification and analysis of transcription factor IIA and identification of tran- 
scription factor II. Molecular and Cellular Biology 12: 413-21. American Society for Microbiology. ) 
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1992 48, Reinberg 及 同事 继续 研究 了 另外 
两 个 转录 因子 TFIIE 和 TFIIH。 图 11. 1b 证 明 可 
以 从 DBPolF 复合 物 开始 ， 然 后 依次 加 入 TFIIE 
和 TFIH， 随 之 产生 较 大 的 复合 物 ， 并 且 随 着 每 
个 因子 的 加 入 迁移 率 降低 ， 最 终 在 此 实验 中 形 
成 了 前 起 始 复合 物 DBPolFEH。 后 4 个 泳 道 再 次 
表明 去 掉 任何 一 个 早期 因子 ( 育 合 酶 H、TFIIF、 
TFIIB 或 TFIID) 都 会 阻 断 完整 前 起 始 复合 物 的 
形成 。 

因此 ,各 转录 因子 (和 RNA 聚合 酶 ) 在 体外 
添加 到 前 起 始 复合 物 的 顺序 如 下 : TFIID (或 TFIA 
+TFIID), TFIIB, TFIF+ RNA R&W I, TFI- 
TE, TFIIH, 确定 了 体外 大 多 数 通 用 转录 因子 (及 
RNA RAM) 结合 到 前 起 始 复合 物 的 顺序 后 ， 将 研 
究 重点 转移 到 每 个 因子 在 DNA 链 上 的 具体 结合 位 
置 。 从 Sharp 小 组 开始 ， 几 个 研究 小 组 利用 足迹 法 
对 此 进行 了 研究 。 图 11. 2 为 DA 和 DAB 复合 物 足 
迹 实 验 结果 。Reinberg 与 同事 用 两 种 不 同 试剂 切割 
蛋白 质 -DNA 复合 物 ， 一 种 是 能 产生 羟基 自由 基 的 
1,10- 二 氮 杂 菲 〈OP)- 铜 离子 复合 物 〈 两 图 中 的 1 一 
4 瀛 道 ); 另 一 种 是 DNase 1 (两 图 中 的 5 一 8 tk 
道 )。 图 11, 2a 显示 模板 链 的 结果 ， 图 11. 2b 显示 
非 模板 链 的 结果 。 图 11. 2a 中 泳 道 3 和 7 表明 TFI 
Dý TFIA 保护 了 TATA £K. H 11. 2b 中 泳 道 
3 和 ?7 表明 DA 复合 物 也 保护 了 非 模板 链 的 TATA 
AR, 图 11. 2a 中 泳 道 4 和 8 显示 ， 添 加 TFIIB 形 
成 DAB 复合 物 对 模板 链 的 足迹 没有 改变 。 在 非 模 
板 链 上 的 结果 基本 相同 ， 但 有 细微 差异 。 如 泳 道 8 
所 示 加 入 TFIIB 使 十 10 位 DNA 对 DNase 更 敏感 
因此 ，TFTIB 看 起 来 没有 较 大 区 域 地 覆盖 DNA， 而 
是 干扰 了 DNA 结构 使 其 对 DNase 攻击 的 敏感 程度 
发 生 了 改变 。 

RNA 聚合 酶 也 是 一 个 很 大 的 蛋白 质 ， 因 此 预测 
它 能 覆盖 很 长 一 段 DNA 区 域 ， 留 下 一 个 很 大 的 足迹 ， 
图 11. 3 证 实 了 这 一 预测 。TFIID、TFIIA 及 TFIIB 保 
护 DAB 复合 物 中 的 TATA RR (一 17 一 一 42bp)， 
RNA RAWE IL 和 TFIIF 在 非 模板 链 上 又 增加 了 34bp 
的 保护 区 《从 一 17bp 到 大 约 十 17bp)。 图 11.4 显示 
TRIP 在 形成 DABPolF 复合 物 中 的 作用 。 珍 合 酶 IT 
(红色 ) 和 TFIIF 绿色) 协同 作用 ， 可 能 通过 形成 
二 元 复合 物 结合 到 已 形成 的 DAB 复合 物 中 。 


小 结 ”在 体外 各 转录 因子 以 于 列 顾 序 结合 
到 开 类 启动 子 上 《包括 腺 病毒 主要 晚期 基因 词 动 
子 )，@DTFIID 在 TFIIA 的 协助 下 ， 结 合 到 TA- 
TA 盒 ， 形 成 DA 复合 物 ; 四 接着 是 TFIIB 的 结 
#1 QTFUF 协助 RNA 束 合 酶 结合 到 一 34 一 
十 17bp 的 DNA 区 域 。 剩余 的 因子 按 TFIIE、TEFHH 


顺序 结合 ， 最 后 形成 DABPolFEH 前 起 始 复合 
物 。 在 体外 ，TFIIA 对 复合 物 的 形成 是 可 选 
的 。 


TFIID 的 结构 和 功能 


TFIID 是 一 个 含有 TATA 盒 结合 蛋白 (TATA- 
box-binding protein, TBP) 和 8~ 10 个 TBP 相关 因 
F (TBP-associated factor, TAF, 具体 为 TAFn) 的 
复合 物 。 这 里 必须 标注 “l1"， 因 为 TBP 也 参与 1 类 
和 全 类 基因 的 转录 ， 并 且 分 别 与 1 类 和 IT 类 前 起 
始 复合 物 中 的 不 同 TAF (TAF: 和 TAF) 结合 。 
我 们 将 在 本 章 的 后 面 讨论 在 1 类 和 M 类 启动 子 转录 
中 TBP 和 TAF 的 作用 。 先 讨论 TFIID 的 组 分 及 其 
相应 活性 ， 从 TBP 和 TAF 开始 。 

TATA 盒 结合 蛋白 TBP 是 第 一 个 在 TFIID 复 
合 物 中 和 鉴定 出 来 的 多 肽 ， 在 进化 上 高 度 人 保守， 相距 
很 远 的 不 同 物种 ， 如 酵母 、 果 蝇 、 植 物 和 人 类 ， 
TATA 盒 结合 域 的 氨基 酸 序列 有 80% 以 上 的 相似 
性 ， 这 些 区 域 包含 该 物种 TBP 蛋白 羧基 端的 180 个 
富 含 碱 性 的 氨基 酸 。 另 一 个 进化 保守 性 表现 为 酵母 
TBP 在 哺乳 动物 通用 转录 因子 形成 的 前 起 始 复合 
中 功能 正常 。 

Tjian 小 组 通过 DNase ! 足 迹 实 验证 明 羚 基 端 
的 180 个 氨基 酸 对 TBP 的 功能 非常 重要 。 将 重组 
的 仅 含 180 个 送 基 端 氨基 酸 的 人 类 TBP 与 启动 子 
HY TATA RHA, MWERA TFIID 因子 一 样 
有 效 。 

TFIID 中 的 TBP 如 何 结合 到 TATA aie? 起 
初 认 为 是 像 其 他 大 多 数 DNA 结合 蛋白 (第 9 章 ) 一 
样 ， 与 TATA 盒 大 沟 中 的 碱 基 发 生 特异 性 作用 ， 后 
来 证 明 这 一 假说 是 错误 的 。 以 Diane Hawley 和 Rob- 
ert Roeder 为 首 的 两 个 小 组 证 实 TFIID 中 的 TBP 结 
合 在 TATA 盒 的 小 沟 。 

Barry starr 和 Hawley 改变 了 TATA fc RAT 
碱 基 ， 使 大 沟 改变 ， 但 小 沟 不 变 。 这 种 可 能 性 在 于 
APRA (D Ye RNS SARS CA) 类 似 ， 
ALR ES HARM EAS ALL, (ERE ACD HH ANE eA I] 
(图 11. 5a)。 因 此 ， 将 腺 病毒 主要 晚期 基因 TATA 
BEATS i BR EE eA FL EE, A UE 
(TATAAAA 换 成 CICI, P 11.5b)， 然 后 通过 
DNA 迁移 率 变动 实验 检测 结合 到 CICI 框 和 标准 
TATA 盒 上 的 TFIID 的 迁移 率 。 如 图 11. Sc 所 示 ， 
CICI 框 与 TATA 盒 具有 完全 相同 的 功能 ， 而 无 关 的 
非特 异性 DNA 根本 不 能 与 TFIID 结合 。 因 此 ， 只 
要 小 沟 不 改变 ，TATA 盒 的 碱 基 改 变 不 影响 TFIID 
的 结合 ， 这 是 TFIID 与 TATA 盒 小 沟 结合 而 不 是 大 
沟 的 强 有 力 的 证 据 。 
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模板 链 
(分 离 的 复合 物 ) 


非 模板 链 
(分 离 的 复合 物 ) 


图 11.2 DA 和 DAB 复合 物 的 足迹 实验 。Reinberg 及 同事 利用 DNase 和 DNA 链 裂解 剂 (DNA 
strand breaker) 一 1,10- 二 氨 杂 非 - 铀 离子 复合 物 (OP-Cu™) 进行 DA 和 DAB 复合 物 的 足迹 实验 。 
(a) 模板 链 上 的 足迹 。 在 TATA EK, DA 和 DAB 复合 物 形 成 “TATAAA 在 右边 由 上 而 下 标 
出 )。 (b) 非 模板 链 上 的 足迹 。 同 样 ，DA 和 DAB 复合 物 所 保护 区 域 仍 以 TATA 盒 为 中 心 
(TATAAA 在 右边 由 上 到 下 标 出 )。 右 上 部 箭头 表示 在 十 10 碱 基 处 有 一 增强 的 DNA 切割 位 点 。 
(Source, Adapted from Maldonado E. , I. Ha，P. Cortes，L Weiss, and D. Reinberg, Factors in- 
volved in specific transcription by mammalian RNA polymerase Il; Role of transcription Factors IIA, 
TID, and TIB during formation of a transcription-competent complex. Molecular and Cellular Biology 
10 (Dec 1990) p. 6344, f. 9. American Society for Microbiology. ) 


那么 TFIID 如 何 与 TATA & BY PH ti & OR? 
Nam-Hai Chua, Roeder, Stephen Burley 及 同事 利 
用 拟 南 莉 (Arabidopsis thalliana) TBP 的 晶体 结构 
解决 了 这 一 问题 。 他 们 发 现 TBP 的 晶体 结构 像 马 
鞍 ， 有 两 个 “ 马 乌 "， 让 人 自然 地 联想 到 TBP 像 马 
鞍 固 定 在 马 背 上 那样 结合 在 DNA 上 ， 其 两 侧 的 铀 
子 使 TBP 的 结构 大 致 保持 对 称 的 “U” 形 。 而 后 在 
1993 年 ，Paul Sigler 小 组 和 Stephen Burley 小 组 独 
立 解析 出 与 人 工 合成 小 片段 双 链 DNA 结合 的 TBP 
的 晶体 结构 ， 该 DNA 片段 包含 有 TATA 盒 。 他 们 
BR TBP 并 不 是 像 马鞍 那样 被 动 地 结合 在 DNA 上 。 
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图 11.6 Baik — KH. Be h YF AS 
DNA 并 不 十 分 吻合 ， 而 是 沿 DNA 的 长 轴 排 开 ， 其 
向 度 迫使 DNA 弯曲 80"， 这 一 弯曲 伴随 着 DNA 螺 
旋 的 变形 使 小 沟 张 开 。 这 一 结构 在 TATA 盒 的 第 一 
个 和 最 后 一 个 碱 基 处 最 明显 〈 碱 基 对 1 和 2 之 间 、7 
和 8 之 间 )。 在 这 两 个 位 点 处 TBP BHAT EA 
氮 酸 侧 链 插 人 两 个 碱 基 对 之 间 ， 引 发 DNA HEA. 
这 一 变形 有 助 于 解释 为 什么 此 处 的 TATA 序列 如 此 
保守 : 与 其 他 二 核 苷 酸 键 相 比 ，DNA 双 螺 旋 中 的 
TA 键 相对 容易 断裂 ， 由 此 推测 TATA 盒 的 变形 对 
转录 起 始 很 重要 。 事 实 上 也 很 容易 想到 DNA 小 沟 
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TATA 
图 11.4 DABPolF MAM RHR, RAB I 
(Pol 11, 红色 ) 通过 与 TFIIF (绿色 ) 结合 ， 再 
结合 到 DAB 复合 物 上 ， 形 成 DABPoIF 复合 物 ， 
表明 聚合 酶 在 DNA 下 游 延 伸 DAB 足迹 。 所 以 ， 
它 结合 在 TFIID、TFIIA 和 TFIIB 结合 位 点 
(TATA 盒 ) 下 游 的 DNA 上 。 


的 张 开 有 助 于 DNA 双 链 的 解 离 ， 这 是 形成 开放 启 
动 子 复合 体 的 重要 部 分 。 

小 结 TFIID AA 38kDa 的 TATA 念 结合 蛋 
4 (TBP), URS TSH, 即 TBP 相关 因子 
(TAFn)。 人 类 TBPC 未 端的 180 个 氨基 酸 是 TA- 
TA Riia. TEP 和 TATA 和合 在 DNA 小 沟 发 
生 相 互 作用 ,马鞍 形 BP 与 DNA 皇 直 线 排列 ， 
鞍 的 下 部 迫使 小 沟 张 开 ， 使 TATA fr F. 


(a) 大 沟 
9 Nile Nie o 
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oe NZ a HI 
ro Ooo 
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图 11.5 C 代 赫 T、1 代 替 A 对 TFIID 结合 TATA 
盒 的 影响 。(a) 大 沟 与 小 沟 中 的 核 苷 酸 结构 。 注 
意 小 沟 中 的 工 与 C 类 似 (绿色 ， 下 方 )， 而 大 沟 
中 的 差别 很 大 〈 红 色 ， 上 方 )。 同 上 ， 小 沟 中 A 
和 1 类 似 ， 而 在 大 沟 中 差异 很 大 。(b〉 腺 病毒 主 
要 晚期 启动 子 (MLP) f TATA 盒 中 了 被 C 取 
代 ，A 被 1 取代 ， 形 成 CIC1 框 。 (c) TBP 结合 
CICI 框 。 用 不 同 DNA 片段 进行 凝 胶 阻 洁 实 验 ， 
DNA 片段 分 别 为 包含 有 CICI 框 的 MLP〈 泳 道 1 
一 3)， 或 正常 TATA 盒 〈 泳 道 4 一 6)， 或 不 带 启 
动 子 元 件 的 无 关 非特 异性 DNA (NS) ( 瀛 道 7~ 
9)。 每 组 的 第 一 沪 道 (1、4、7) 为 酵母 TBP, 
每 组 的 第 二 泳 道 (2、5、8) 为 人 TBP。 每 组 的 
第 三 泳 道 为 缓冲 液 。 醇 母 和 人 TBP 所 产生 的 蛋白 
质 -DNA 复合 体 大 小 稍 有 差异 ， 但 是 以 CIC] HERR 
AR TATA 盒 对 形成 蛋白 质 -DNA 复合 体 几乎 没有 
影响 。 因 此 ，TBP 对 TATA 盒 的 结合 并 未 因 CI- 
CI 框 的 替换 而 减弱 。(Source: (bc) Starr, 
D. B. and D. K. Hawley, TFIID binds in the minor 
groove of the TATA box. Cell 67 (20 Dec 1991) 
p- 1234, f. 2b. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


TBP 的 多 功能 性 ”分子 生物 学 充满 了 神奇 ， 其 
中 之 一 就 是 TATA 结合 蛋白 (TBP) 的 多 功能 性 。 
TBP 不 仅 与 聚合 酶 [ 的 含 TATA 盒 启 动 子 作用 ， 
HARSH TATA 盒 的 启动 子 作 用 。 更 为 惊人 的 是 
它 还 与 无 TATA HREN IA II 所 识别 的 启动 
子 作 用 。 换 句 话说 ，TBP 对 所 有 聚合 酶 和 启动 子 类 
型 都 起 作用 ， 是 普 适 的 真 核 转录 因子 。 

Ronald Reeder, Steven Hahn 及 同事 在 利用 温 
BERUR TBP 对 突变 酵母 的 研究 中 验证 了 TBP 的 普 
适 性 。 预 测 升温 将 阻 断 突变 体 中 聚合 酶 11 的 转录 ， 
但 结果 显示 突变 体 的 聚合 酶 1 和 IN 的 转录 也 受到 严 
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图 11.6 TBP-TATA 盒 复合 物 的 结构 。 以 Sigler 
及 同事 解析 的 TBP-TATA 盒 复 合 物 的 晶体 结构 
为 基础 ， 顶 部 显示 TBP HHR CRE). Ri 
的 长 轴 在 纸 平面 上 ， 位 于 TBP 下方 的 DNA 以 多 
种 颜色 显示 。 与 蛋白 质 作 用 的 DNA 骨架 为 橙色 
碱 基 对 为 红色 。 注 意 蛋白 质 如 何 打开 DNA 小 沟 
并 将 该 区 域 的 螺旋 拉 直 的 。 在 图 中 央 的 右 侧 ， 
TBP 的 一 个 环 状 马 错 〈 橄 槛 色 ) 插 人 小 沟 中 。 另 
一 个 马 乌有 相同 功能 ， 但 在 DNA 后 部 无 法 看 到 。 
不 与 TBP 作用 的 DNA 两 端 以 蓝 色 和 灰色 表示 ， 
蓝 色 为 骨架 ， 灰 色 为 碱 基 对 。DNA 的 左 端 伸 出 纸 
平面 25"、 右 端 插入 纸 平 面 25"。 由 TBP 引起 的 整 
个 DNA 约 80" 弯 折 显 而 易 见 。 (Sources Klug, 
A. Opening the gateway. Nature 365 (7 Oct 1993) 
p.487, {.2. © Macmillan Magazines Ltd. ) 
重 影响 。 
图 11.7 显示 了 这 一 假设 的 证 据 从 野生 型 和 两 种 
对 温度 敏感 的 “TBP 有 损伤 的 ) 突变 体 中 制备 了 无 
细胞 提取 物 如 图 11. 7a 所 示 。 对 细胞 进行 两 组 处 理 : 
一 组 是 24C 生 长 ，37YC 热 激 1h; 另 一 组 是 在 低温 下 
生长 。 然 后 加 入 DNA 片段， 其 中 含有 被 所 有 3 种 聚 
合 酶 识别 的 启动 子 ，SI 核酸 酶 作 图 测定 转录 。 图 
11. 7b~e 为 实验 结果 。 正 如 预期 的 ， 泳 道 1 和 2 显 
示 热 激 对 野生 型 提取 物 没 有 影响 。 无 论 是 否 热 激 ， 
1143—N143 突变 体 的 提取 物 几 乎 不 能 使 任何 一 种 聚 
合 酶 转录 〈 泳 道 3 和 4)。 很 明显 ，TBP 突变 不 仅 影 
RANE II 的 转录 ， 也 影响 其 他 两 种 聚合 酶 的 转 
录 。 突 变 体 P65 一 S65 BRERA I 与 其 他 两 种 聚 
合 酶 活性 之 间 的 有 趣 差异 。 其 提取 物 无 论 是 否 经 热 
激 处 理 ， 几 乎 都 不 支持 RM II 类 基因 的 转录 。 
而 无 热 激 处 理 的 提取 物 可 使 聚合 酶 I 的 转录 达到 野 
生 型 水 平 ， 热 激 处 理 的 提取 物 使 聚合 酶 1 的 转录 效 
率 降低 约 2 倍 。 最终， 加 入 野生 型 TBP 可 恢复 3 种 
聚合 酶 在 突变 提取 物 中 的 转录 活性 结果 未 给 出 )。 
TBP 不 仅 普遍 参与 真 核 细胞 的 转录 ， 还 可 能 参 
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图 11.7 TBP 的 突变 对 3 种 RNA 聚合 酶 转录 的 影 
o (a) 突变 的 位 置 。 蓝 色 和 红色 区 域 表 明 TBP 
保守 的 CTD, 红色 区 域 表 示 与 DNA 结合 的 两 个 重 
复元 件 。 一 个 突变 是 P65-~S65， 即 膊 氨 酸 65 突变 
为 丝 氮 酸 。 另 一 个 是 43 一 N143， 即 异 亮 氨 酸 143 
突变 为 天 冬 氨 酸 。 (b~e) 突变 的 效应 。 野 生 型 和 
突变 醇 母 的 提取 物 在 37C 进行 热 激 或 放置 在 24C， 
如 图 底部 所 示 。S1 分 析 检 测 提取 物 在 3 种 核 RNA 
聚合 酶 识别 的 启动 子 上 起 始 转录 的 能 力 。 (b) 
rRNA AIT ORAM D. (c) CYC1 启动 子 ( 聚 
AMID. (d) 5S rRNA 启动 子 〈 聚 合 酶 ID 。(e) 
tRNA 启动 子 (也 是 聚合 酶 II)。 即 使 无 热 激 ， 
1143—>N143 提取 物 从 4 个 启动 子 上 开始 转录 的 效 
率 也 很 低 。P65->S65 提取 物 在 聚合 酶 世 和 III 启动 
子 上 转录 有 缺陷 ， 但 即使 在 热 激 之 后 仍 识 别 聚 合 酶 
1 所 识别 的 启动 子 。(Source: (a) Adapted from 
Schultz, M. C.. R. H. Reeder, and S. Hahn. 
1992. Variants of the TATA binding protein can 
distinguish subsets of RNA polymerase I, Il, and 
III promoters. Cell 69: 697-702. ) 


与 一 类 完全 不 同 的 生物 古 菌 〈archaea) 的 转录 。 古 
菌 〈 以 前 称 古 菌 ，archaebacteria) 是 一 类 没有 细胞 
核 的 单 细 胞 生物 ， 通 常生 活 于 极端 环境 中 ， 如 温泉 
或 深海 沸 泉 喷发 口 。 它 们 与 细菌 和 真 核 生物 都 不 同 ， 
而 在 许多 方面 更 像 真 核 生物 。1994 年 ，Stephen 


Jackson 及 同事 报道 了 一 种 古 菌 , 伍 斯 氏 火 球菌 
(Pyrococcus reoesei)， 它 能 产生 一 种 在 结构 和 功能 
上 类 似 于 真 核 TBP 的 蛋白 质 。 推 测 这 种 蛋白 质 参与 
VOI TATA 盒 ， 定 位 于 古 菌 基因 5 -侧翼 区 。 另 外 ， 
在 古 菌 中 还 发 现 一 种 类 似 于 TFIIB 的 蛋白 质 。 因 此 、 
古 蓝 的 转录 装置 与 真 核 生 物 至 少 具有 某 些 相似 性 、 
提示 古 菌 和 真 核 生物 是 在 共同 祖先 从 细菌 分 支 后 进 
一 步 分 化 形成 的 。 这 一 进化 路 线 的 推测 也 被 古 菌 
rRNA 基因 序列 所 证 实 ， 古 菌 rRNA 基因 序列 与 真 
核 生物 的 相似 性 高 于 与 细菌 的 相似 性 。 

小 结 ” 遗传 研究 已 经 证 明 TBP 突变 细胞 的 
提取 物 是 缺陷 性 的 ， 不 仅 不 能 转录 卫 类 基因 ,也 
不 能 转录 工 和 .IIL 类 基因 。 因 此 ，TBP 是 3 类 基 
因 的 通用 必需 转录 因子 ， 而 且 至 少 在 某 些 古 菌 的 
转录 中 也 是 必需 的 。 

TBP 相关 因子 ”许多 研究 人 员 已 经 在 多 种 生物 
的 TFIID 中 发 现 了 TBP 相关 因子 〈TBP-associated 
factor，TAFn)。 为 了 鉴定 果 蝇 细胞 中 的 TAFn， 
Tjian 及 同事 用 TBP 特异 性 抗体 从 TFIID 粗 提 液 中 
免疫 共 沉淀 TFIID， 然 后 用 2. 5mol/L 尿素 从 TBP 
抗体 沉淀 物 中 剥离 TAF, SDS-PAGE 法 展示 TAF. 
用 同样 方法 共 鉴 定 出 8 种 TAF， 这 8 种 多 肽 的 基因 
已 经 克隆 ， 并 用 克隆 基因 的 蛋白 产物 装配 了 TFIID。 
图 11.8 显示 TFIID 中 多 肽 的 装配 模式 。 在 人 和 酵母 
的 TAFn 中 也 进行 了 同样 实验 ，3 个 物种 的 TAFn 分 
子 质量 不 同 ， BRERA SAME TELS 
间 的 同 源 性 〈 图 11. 9) 。 

研究 人 员 已 经 发 现 了 TAFn 的 几 种 不 同 功能 ， 
其 中 特别 受 关注 的 两 种 功能 是 与 启动 子 及 基因 特 
异 转录 因子 间 的 相互 作用 。 让 我 们 来 看 看 这 两 种 
功能 的 有 关 证 据 以 及 在 每 种 功能 中 TAFn 的 作用 
方式 。 

我 们 已 经 知道 TBP 在 与 TATA 盒 的 结合 中 很 
重要 ,但 足迹 实验 也 表明 在 一 些 启动 子 中 ， 附 着 在 
TBP 上 的 TAFn 能 够 使 TFIID 的 结合 超出 TATA & 
很 大 范围 。1994 年 Tjian 等 报道 ， 在 一 些 启动 子 中 ， 
TBP 能 够 保护 TATA 盒 周围 约 20bp 的 区 段 , 而 
TFIID 能 够 将 保护 区 延伸 到 十 35 位 ， 大 大 超过 了 转 
录 起 始 位 点 。 表 明 TFIID 的 TAFu 能 够 与 启动 子 的 
起 始 子 及 下 游 元 件 作用 。 

为 了 更 详细 地 研究 这 一 现象 ，Tiian 小 组 用 TBP 
和 TFUD 分 别 在 体外 转录 含有 两 类 启动 子 的 DNA。 
第 一 类 〈 腺 病毒 EFIB 和 EA 启动 子 ) 含有 TATA 
盒 ， 但 无 起 始 子 和 下 游 启 动 子 元 件 ; 第 二 类 [ 腺 病 
毒 主要 晚期 (AdML) 启动 子 和 果 蝇 热 激 蛋白 
(hsp70) 启动 子 ] & TATA 盒 、 起 始 子 和 DPE。 图 
11. 10 显示 上 述 启动 子 的 结构 和 体外 转录 实验 结果 。 
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图 11.8 RA TFIID 的 克隆 基因 产物 在 体外 的 
装配 结构 图 。(a) 多 肽 的 北 胶 电泳 图 。 泳 道 1 为 
蛋白 质 分 子 质量 标准 ; 泳 道 2 为 重组 TFIID T- 


FID), 包含 8 个 主要 TAF, (b) 推测 的 果 蜗 
TFIID 重 建 结构 。 (Source; Chen, J.Lo, LD. 
Attardi, C. P. Verrijzer, K. Yokomoriy and 


R. Tjian, Assembly of recombinant TFIID reveals 
differential co-activator requirements for distinct tran- 
scriptional activators. Cell 79 (7 Oct 1994) p. 100, 
f. 7a. Reprinted with permission of Elsevier Science. ) 


可 以 看 到 在 仅 含 TATA 盒 的 启动 子 上 转录 时 ，TBP 
和 TFIID 的 效果 一 致 (比较 泳 道 1 和 2 及 沪 道 3 和 
4)， 但 对 含有 起 始 子 和 DPE 的 启动 子 转录 时 ，TFIID 
显示 出 明显 的 优势 〈 比 较 泳 道 5 和 6 及 泳 道 7 和 8)。 
因此 ，TFIID 中 的 TAF" 因 子 显然 帮助 TBP 促进 聚合 
酶 转录 带 有 起 始 子 和 DPE 的 启动 子 。 

哪些 TAFu 负 责 识别 起 始 子 和 DPE W? 为 了 寻找 
BR, Tjian 及 同事 用 果 蝇 TFTID 与 放射 性 标记 的 带 有 
hsp70 启动 子 的 DNA 片段 进行 光 交 联 (photo-cross- 
linking) 实验 。 先 将 省 脱氧 尿 苷 〈bromodeoxyuridine， 
BrdU) #A DNA 片段 ,然后 让 TFTID 结合 启动 子 ， 接 
着 用 紫外 线 照射 该 复合 体 ， 使 蛋白 质 与 DNA 中 的 
BrdU 交 联 。 洗 脱 未 结合 的 蛋白 ， 核 酸 酶 消化 DNA, 
释放 标记 的 蛋白 质 并 进行 SDS-PAGE。 PA 11.11 的 
泳 道 1 显示 两 个 TAFn (TAFn250 和 TAFn150) 因 
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TAF, 


11.9 RA (D. melanogaster), A (H. 
sapiens), BEE (S. cerevisiae) 的 TAF 之 间 的 
关系 。 水 平 线 连 接 同 源 蛋白 。( Source: Adap- 
ted from Tansey, W. P. and W. Herr, TAFs: 
Guilt by association? Cell 88; 729, 1997. ) 


结合 到 hsp70 启动 子 而 被 标记 ; 若 不 加 TFIID Qkit 
2),， 则 没有 和 蛋白质 被 标记 。Tijian 等 随后 重建 了 
TBP、TAFu250 和 TAFn 150 三 元 复合 物 ， 做 同样 
的 光 交 联 实验 ， 泳 道 3 显示 该 实验 同样 获得 被 标记 
的 TAFn250 和 TAFn150; 泳 道 4 显示 TBP 单独 结 
A DNA 时 不 能 被 标记 。 我 们 知道 TBP 是 与 含 TA- 
TA fi) DNA 结合 的 ， 但 却 不 能 与 BrdU 光 交 联 ， 
因而 不 被 标记 。 这 是 为 什么 呢 ? 很 可 能 是 因为 这 种 
光 交 联 仅 对 结合 到 大 沟 的 蛋白 质 有 效 ， 而 TBP 是 结 
合 在 DNA 小 沟 中 的 。 

为 了 进一步 确定 三 元 复合 物 (TBP-TAF; 250- 
TAFn150) 结合 的 特异 性 ，Tiian 及 同事 用 TBP 或 
三 元 复合 物 进行 了 DNA 酶 足迹 实验 。 图 11. 12 显示 
TBP 仅 在 TATA 盒 中 产生 足迹 ， 而 三 元 复合 物 在 起 
始 子 和 下 游 元 件 处 还 产生 了 额外 的 足迹 。 这 一 点 支 
持 了 两 个 TAFn 结 合 到 起 始 子 和 DPE 上 的 假说 。 

对 二 元 复合 物 〈TBP-TAFu 250 或 TBP-TAFr 
150) 的 进一步 实验 结果 表明 在 识别 起 始 子 和 DPE 
时 ， 这 些 复合 物 与 仅 有 TBP 的 情况 相同 。 因 此 ， 两 
个 TAFr 似 乎 在 增强 启动 子 元 件 结合 中 起 协同 作用 。 
进一步 说 明 三 元 复合 物 (TBP-TAFy 250-TAFp 150) 
在 识别 由 AdML 启动 子 中 的 TATA RA TaT 启动 
子 中 的 起 始 子 组 成 的 合成 启动 子 时 ， 具 有 与 TFIID 
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图 11.10 TBP 和 TFIID 在 4 种 不 同 启动 子 上 的 
活性 。(a) 实验 结果 。Tjian 及 同事 利用 果 蝇 转录 
系统 验证 了 TBP R TFIID (顶部 所 示 ) 在 4 种 不 
同 启动 子 〈 顶 部 所 示 ) 模板 上 的 活性 。 两 类 启动 
子 图 示 于 《〈b)。 第 一 类 ， 腺 病毒 E1B 和 E4 启动 
子 ， 含 有 TATA 盒 。 第 二 类 ， 腺 病毒 后 期 主要 启 
动 子 (AdML) 和 果 蜗 Asp70 启动 子 ， 含 有 TA- 
TA RRETA DPE。 体 外 转录 后 ， 利 用 引物 
延伸 实验 (顶部 ) 检测 RNA 产物 。 放 射 自 显影 
结果 表明 ， 在 第 一 类 启动 子 中 〈 仅 含 TATA &), 
TBP 和 TFIID 促进 转录 的 作用 相同 ， 但 在 第 二 类 
启动 子 中 (A TATA fe, Inr 及 DPE), TFIID 对 
转录 的 支持 比 TBP 强 得 多 。 ( Source，Verrijzer， 
C.P., J.-L. Chen, K. Yokomari, and R. Tijan, 
Promoter recognition by TAFs. Cell 81 (30 June 
1995) p. 1116, f.1 Reprinted with permission of 
Elsevier Science. ) 


一 样 的 效果 。 相 对 而 言 ， 两 个 二 元 复合 物 在 识别 启 
动 子 时 的 作用 和 单独 使 用 TBP 一 样 。 这 些 发 现 支持 
了 TAFn250 和 TAFn150 在 结合 仅 含 起 始 子 或 同时 
含有 DPE 时 均 表现 协同 作用 。 

TFIID 中 的 TBP 在 识别 大 部 分 熟知 的 含有 TA- 
TASH [I 类 启动 子 过程 中 是 相当 重要 的 (图 
11. 13a) ,但 对 于 缺少 TATA 盒 的 启动 子 情况 如 何 
R? 尽管 这 些 启动 子 不 能 直接 结合 TBP， 但 大 多 数 
启动 子 必须 依赖 TBP 才能 激活 。 这 种 看 来 矛盾 的 现 
象 的 原因 在 于 这 些 缺少 TATA 盒 的 启动 子 含 有 其 他 
可 以 使 TBP 结合 的 元 件 。 这 些 元 件 可 以 是 起 始 子 和 
DPE, 使 得 TAF, 250 和 TAFr 150 能 够 结合 上 去 ， 
从 而 保证 整个 TFIID 结 合 到 启动 子 上 (图 11. 13b)。 
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图 11.11 鉴定 结合 在 hsp70 启动 子 上 的 
TAFn Tjian 及 同事 将 TFIID 光 - 交 联 到 含有 
hsp70 启动 子 并 用 *P 标记 的 模板 上 。 先 将 
TFIID 结合 到 标记 模板 上 ， 该 模板 已 被 光敏 核 
FFM BrdU 取代 。 接 着 用 紫外 光照 射 TFIID- 
DNA 复合 物 ， 在 DNA 与 紧密 接触 DNA 大 沟 
的 蛋白 质 之 间 形 成 共 价 键 。 随 后 用 核酸 酶 消化 
DNA, 并 进行 SDS-PAGE。 泳 道 1 为 加 入 
TFIID 的 自 显影 结果 。TAFn 250 和 TAFn 150 
被 标记 ， 表 明 这 两 种 蛋白 质 与 标记 的 DNA 大 
沟 有 紧密 联系 ; 泳 道 2 为 无 TFIID 的 对 照 ; k 
道 3 是 加 入 三 元 复合 物 TBP-TAFn 250-TAFn 
150 的 结果 ， 两 个 TAFn 被 标记 ， 再 次 表明 它 
们 与 DNA 结合 ; 泳 道 4 是 加 入 TBP 的 结果 ， 
因为 不 与 DNA 大 沟 结合 而 未 被 标记 ,与 预期 
结果 一 致 。 《〈Source，Verrijzer，C.P. J.- 
L.Chen, K. Yokomari, and R. Tijan, Cell 81 
(30 June 1995) p. 1117, f. 2a. Reprinted with 
permission of Elsevier Science. ) 


结合 基因 特异 转录 因子 的 上 游 元 件 也 可 起 到 上 述 作 
用 ,它们 依次 与 一 个 或 多 个 TAFn 相互 作用 ,将 
TFIID 锚 定 到 启动 子 上 。 例 如 激活 因子 Spl 结合 到 
上 游 元 件 《GC 框 ) 上 ， 并 至 少 与 一 个 TAFn CGR 
中 的 TAFn110， 人 类 的 TAFn130) 发 生 作用 , 这 一 
中 介 作用 显然 有 助 于 TFIID 结合 到 启动 子 上 (图 
11. 130). 

TAFn 的 第 二 个 主要 活性 是 参与 激活 因子 介 导 
的 转录 激活 ， 其 中 部 分 内 容 将 在 第 12 章 介绍 。1990 
年 ，Tjian 及 同事 证 明 TFIID 足以 支持 由 Spl 介 导 的 
激活 ， 但 TBP 却 不 能 。 这 些 结果 表明 TFIID 中 的 某 
些 因子 是 其 与 上 游 作用 因子 〈upstream acting fac- 
tor) 如 Spl， 相 互 作用 所 必需 的 ， 而 这 些 因子 在 
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Œ 11.12 TBP 和 三 价 复合 物 (TBP, TAF, 250 和 
TAFu150) 在 hsp70 启动 子 上 的 DNase 1 Eio tk 
道 1, AMAR. wilt 2, TP. 泳 道 3， 三 元 复合 
物 。 在 泳 道 2 和 3 都 加 入 了 TFIA 以 稳定 DNA- 蛋 白 
质 复合 体 ， 但 其 他 实验 表明 TFIA 的 加 入 不 影响 足迹 
的 范围 。 泳 道 4 是 GHA 测序 泳 道 作 对 照 。 左 边 括 号 
标 出 了 由 TBP 和 三 元 复合 物产 生 的 足迹 范围 。 右 边 
的 条 框 指出 TATA fe ALMA FAN. (Sources 
Verrijzer, C P., J.-L Chen, K Yokomori, and R 
Tijan, Cell 81 (30 June 1995) p.1116, f. 2c. Reprinted 
with permission of Elsevier Science. ) 


TBP 中 没有 。 从 定义 上 讲 ， 这 些 因子 是 TAR Ff 
时 也 称 为 辅 激活 因 于 〈coactivator) 。 

由 此 可 知 ， 将 TBP SHH TAF 混合 能 产生 参 
与 特定 启动 子 转录 的 复合 物 。 例 如 ，TBP-TAFr 
250-TAFn150 三 价 复合 物 对 TATA 盒 和 起 始 子 组 成 
的 启动 子 识别 几乎 与 完整 TFIID 一 样 好 。Tjian 及 同 
事 用 类 似 技术 研究 了 哪个 TAP, BS Spl 引起 的 转 
录 激活 。 他 们 发 现在 果 蝇 和 人 提取 物 中 只 有 当 
TAFn110 存在 时 Spl 才能 激活 转录 。 因 此 ，TBP、 
TAFn250 和 TAFu150 虽 足 以 维持 本 底 水 平 的 转录 ， 
但 不 支持 由 Spl 激活 的 转录 。 在 以 上 三 因子 中 添加 
TAFn110 就 允许 Sp] 激活 转录 。 

Tjian 及 同事 还 证 明 Spl 是 直接 结合 在 TAFn110 
上 而 不 是 在 TAF 1250 和 TAFn150 上 的 。 他 们 制备 了 
一 个 含有 GCAM Spl 的 亲 和 柱 验证 Spl 结合 3 个 
TAFr 的 能 力 。 正 如 所 料 ， 仅 有 TAFn110 被 保留 。 
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(a) 含 TATA 合 的 启动 子 


el en 


(b) 无 TATA 例 有 Inr 和 DPE 的 启动 子 


(©) 无 TAIA 念 但 有 GC 伪 的 启动 子 
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250 ` 


| Ne 
iar DPE 
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图 11.13 TBP 与 有 或 无 TATA 盒 的 启动 子 作用 模型 。(a) A TATA RMAF. TBP 可 以 独立 结合 到 
启动 子 上 的 TATA 盒 上 《〈 顶 部 )， 也 可 以 和 TFIID 的 所 有 TAF 一 同 结合 〈 中 部 )， 还 可 以 与 部 分 TAF 
一 同 结合 〈 底 部 )。(b) 有 起 始 子 和 DPE 的 无 TATA RAAF. TBP 不 能 独立 结合 到 不 含 TATA RWA 
动 子 上 〈 顶 部 )。 通 过 TAFn250 (黄色 ) 和 TAFu150《〈 袜 色 ， 中 部 ) 之 间 的 相 作用 ， 整 个 TFIID 可 以 结 
合 无 TATA 盒 的 启动 子 。TAFm250 和 TAFn150 足以 将 TBP 绑 定 到 起 始 子 和 DPE k ORR). (0) 无 
TATA ÆHF GC 爹 的 启动 子 。TBP 不 能 独立 结合 到 该 启动 子 上 〈 顶 部 )。 通 过 与 结合 了 GC fry Spl 相 
HEM, WI TFIID 可 以 与 启动 子 结合 (中 部 )。TAFn250、TAFn150 和 TAFn110 足以 锚 定 TBP 至 结 


AT GC RH Spl E. 


(Source: Adapted from Goodrich, J. A. , G. Cutter, and R. Tjian, Contacts in 


context: Promoter specificity and macromolecular interactions is transcription. Cell 84: 826, 1996. ) 


用 同样 的 策略 ， 他 们 还 证 明了 另 一 个 激活 因子 
NTF-1 与 TAFu150 结合 。NTF-1 需要 TAFn250 和 
TAFn150 或 TAFu250 和 TAFn60 才能 激活 体外 转 
录 。 因 此 ， 不 同 激活 因子 与 不 同 TAFu 组 合 相 作用 
可 增强 转录 ， 而 所 有 组 合 中 都 有 TAFn 250。 表 明 
TAFu250 作为 装配 因子 ， 其 他 TAF 围绕 它 而 聚合 。 
这 些 发 现 与 图 11. 14 的 模型 一 致 ， 每 个 激活 因子 与 
一 组 特定 TAFn 作 用 ， 所 以 完整 TFIID 能 同时 与 几 
个 激活 因子 相互 作用 ， 放 大 它们 的 效果 ， 并 产生 很 
强 的 转录 增强 作用 。 

除了 具有 与 启动 子 元 件 和 激活 因子 作用 的 能 力 
外 ，TAFn 还 具有 酶 活性 。 其 中 研究 最 清楚 的 是 
TAFn250， 已 知 它 有 两 种 酶 活性 。 一 种 是 组 蛋白 乙 
酰 转移 酶 (histone acetyltransferase, HAT) 活性 ， 
可 将 乙酰 基 转移 到 组 蛋白 的 赖 氨 酸 残 基 上 。 这 种 乙 
酰 化 作用 一 般 是 激活 转录 事件 ; 它 还 是 一 种 蛋白 激 
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酶 , 可 以 将 自身 和 TFIIF (还 有 TFIA 和 TFHE, 
尽管 在 较 低 程度 上 ) 磷酸 化 。 这 些 磷酸 化 作用 可 调 
节 前 起 始 复合 物 的 装配 效率 。 

虽然 前 面 的 研究 显示 在 体外 的 前 起 始 复合 物 形 
成 中 不 需要 TFIA, HEX TBP (或 TFIID) 结合 
启动 子 却 是 必需 的 。 许 多 研究 均 得 出 此 结论 ， 而 其 
中 一 个 强 有 力 的 证 据 是 : 编码 酵母 TFIIA 两 个 亚 基 
的 任何 一 个 基因 突变 都 是 致死 的 。 

TFIIA 不 仅 稳定 了 TBP-TATA 盒 的 结合 ， 也 通 
过 一 种 抗 阻 抑 〈antirepression) 机 制 促进 TFIID- 启 
动 子 结合 。 过 程 如 下 TFIID 未 结合 启动 子 时 ， 
TBP 的 DNA 结合 表面 被 TAFn 250 的 N 端 域 所 覆 
盖 ， 因 而 抑制 了 TFIID 对 启动 子 的 结合 。 而 TFIA 
可 干扰 TAFn250 N 端 域 对 TBP 的 DNA 结合 表面 的 
作用 ， 释 放 TBP， 使 其 与 启动 子 结合 。 


TBP/TAF,250 复 合 物 , 
不 产生 激活 作用 


TBP 和 TAF 的 两 种 不 同 三 元 
复合 物 可 由 Gal4-NTF-1 产 生 
激活 作用 ， 但 不 能 由 Sp1 产 生 
激活 作用 


含有 TAF,110 的 4 组 分 复合 物 
可 以 由 Sp1 产 生 激活 作用 


TFIID 可 由 多 种 激活 因子 
产生 激活 作用 


图 11.14 ”激活 因子 增强 转录 的 作用 模型 。(a) TAFu250 既 不 与 Spl 也 不 与 Gal4-NTF-1 ( 带 有 NTF-1 
转录 激活 域 的 杂 合 激活 因子 ) 作用 ， 因 此 无 激活 作用 。(b) Gal4-NTF-1 与 TAFu150 或 TAF, 60 作用 ， 
激活 转录 。 而 Spl 与 这 两 种 TAF 以 及 TAFn 250 均 不 能 作用 ， 转 录 不 能 激活 。 (c) Gal4-NTF-1 与 
TAFn150、Spl 与 TAFs110 作用 ， 两 个 因子 均 可 激活 转录 。(d) 完整 TFIID 包含 所 有 TAFn， 能 对 各 
种 激活 因子 做 出 响应 ， 这 里 给 出 的 激活 因子 为 Spb1、Gal4-NTF-1 和 通用 激活 因子 (绿色 ,位 于 图 顶 
部 ) (Source: Adapted from Chen, J. L. , L. D. Attardi, C. P. Verrijzer，K. Yokomori，and R. Tjian, 
Assembly of recombinant TFIID reveals differential coactivator requirements for distinct transcriptional 
activators. Cell 79; 101, 1994. ) 


小 结 “TFHD 至 少 包括 8 种 TAF. 除了 
TBP 外 ,大 多 数 TAFu 在 真 核 生物 进化 中 是 保守 
的 。TAFn 行 使 多 种 功能 ， 两 个 显著 的 功能 是 与 
核心 启动 子 元 件 和 激活 因子 的 相互 作用 。TAFr 
250 和 TAFn150 有 助 于 TFIID 结合 启动 子 的 起 
始 子 和 DPE, {E TBP 与 无 TATA RHA ROT 
和 DPE 的 启动 子 结合 。TAFn250 和 TAFnl10 有 
助 于 TFIID 与 结合 在 转录 起 始 位 点 上 游 GC RE 
的 Spl 相互 作用 ,使 TBP AURAA TATAA 
但 有 GC 盒 的 启动 子 。 与 各 种 激活 因子 的 作用 ， 
显然 需要 不 同 TAFn 的 组 合 ， 至 少 在 高 等 真 核 生 
物 是 这 样 。TAFn250 还 具有 两 种 酶 活性 ， 即 组 蛋 
白 乙 酰 转移 酶 活性 和 蛋白 激酶 活性 。 


TAF 和 TBP 因子 通用 性 的 例外 ”酵母 遗传 学 研 
究 对 图 11. 14 模型 的 通用 性 提出 了 质疑 。Michael 
Green 和 Kevin Struhl 及 同事 发 现 酵母 TAF 基因 的 
突变 体 是 致死 的 ， 但 却 不 影响 转录 活性 ， 至 少 在 第 
一 批 被 研究 的 基因 中 是 这 样 的 。 例 如 ，Green 及 同 
事 在 基 因 中 引入 了 温度 敏感 型 突变 子 ， 这 些 基因 编 
码 酵 母 YTAFn145， 与 果 蝇 和 人 的 TAF; 250 同 源 。 
他 们 发 现 当 超过 允许 的 温度 范围 时 ，yYTAFn145 的 
浓度 迅速 下 降 ， 而 且 至 少 还 有 其 他 两 个 yTAF ME 
也 降低 。yTAFu 145 的 失 活 明显 破坏 了 TFIID， 进 
而 引起 其 他 yTAFn 的 降解 。 尽 管 这 些 yTAFn 失 活 
了 ， 但 由 各 种 激活 因子 激活 的 5 种 不 同 基因 在 体内 
的 转录 效率 并 未 受到 不 适 温 度 的 影响 。 研 究 者 在 
yTAFu30 基因 项 除 突 变 体 中 也 获得 了 同样 结果 。 与 
此 相反 ， 当 编码 TBP 或 RNA 聚合 酶 亚 基 的 基因 突 
变 时 ， 所 有 转录 很 快 就 停止 了 。 

Green, Richard Young 及 同事 基于 前 人 的 研究 ， 
在 全 基因 组 范围 内 分 析 了 两 个 TAFn 基 因 及 其 他 几 
个 酵母 基因 突变 所 产生 的 效应 。 在 TAFn145( 与 哺 
乳 动物 TAFn250 同 源 ) 和 TAFn 17 (与 哺乳 动物 
TAFn31/32 同 源 ) 中 引入 温度 敏感 型 突变 ， 然 后 升 
高 温度 使 TAF 失 活 或 降低 温度 至 TAP 有 活性 ， 用 
高 密度 基因 芯片 确定 了 5460 个 酵母 基因 的 表达 。 这 
些 芯片 包含 了 每 个 基因 特有 的 赛 聚 核 苷 酸 序列 。 酵 
母 总 RNA 可 与 这 些 序列 杂交 ， 与 每 个 寒 核 音 酸 杂 
交 的 程度 可 以 衡量 相关 基因 表达 的 程度 。 此 实验 分 
别 比较 了 低温 和 高 温 下 的 RNA 与 穿 核 苷 酸 杂 交 的 
情况 ， 并 将 结果 与 RNA RAAB I RAKE (Rpbl) 
的 温度 敏感 型 突变 效果 进行 了 比较 。 因 为 Rpbl 突 
变 可 阻止 所 有 开 类 基因 的 转录 ， 为 比较 其 他 基因 突 
变 效应 提供 了 基准 。 

表 11. 1 显示 了 以 上 分 析 结 果 。 只 有 16 欠 的 酵母 
基因 ， 像 依赖 于 Rpbl 一 样 ， 依 赖 TAFn 145， 表 明 
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TAF 1145 在 16%% 的 酵母 基因 转录 中 是 必需 的 。 如 果 
TAF 是 TFIID 的 基本 组 成 部 分 ， 而 TFIID 又 是 所 有 
开 类 基因 前 起 始 复合 物 的 基本 组 分 ， 那 么 这 就 不 是 所 
期 望 的 结果 。 确实，TAFn145 和 TBP 被 认为 是 TFI- 
JD 中 的 重要 作用 因子 ， 可 以 在 TAFIID 中 装配 其 他 所 
有 TAF ， 但 是 全 基因 组 表达 分 析 显然 并 不 支持 这 一 
观点 。 事 实 上 ， 在 高 等 生物 中 TAFw145 和 它 的 同 源 
物 只 在 部 分 基因 的 前 起 始 复合 物 形成 过 程 中 是 必需 
的 。 在 酵母 中 ， 这 些 基因 可 能 调节 细胞 周期 发 育 。 

酵母 其 他 TAP (TAFn17) 的 突变 产生 了 更 显 
著 的 效应 。 在 所 研究 的 酵母 基因 中 ， 有 67% 都 依赖 
于 TAFn17 〈 像 依赖 Rpbl 一 样 )。 但 这 并 不 意味 着 
TFIID 就 是 所 有 这 些 基因 转录 所 必需 的 ， 因 为 
TAFn17 同时 还 是 转录 适 配 复合 物 (transcription a- 
dapter complex) 也 叫做 SAGA 的 一 部 分 (SAGA fir 
名 源 于 它 包含 的 三 类 和 蛋白质 SPT、ADA 及 GCN5) 。 
与 TFIID 一 样 ，SAGA 包含 TBP、 若 干 TAF 及 
HAT 活性 ， 似 乎 具有 介 导 某 些 转录 激活 因子 的 效 
应 。 所 以 突变 TAFn17 的 效应 可 能 在 于 它 在 SAGA 
中 的 作用 或 其 他 还 未 发 现 的 蛋白 质 复合 物 中 的 作用 ， 
而 不 是 在 TFIID 中 的 作用 。 


表 11.1 酵母 需求 转录 因子 的 全 基因 组 分 析 


通用 转录 因子 〈 亚 基 ) ”依赖 于 亚 基 功能 的 基因 比例 /% 
TFIID (TAFn145) 16 


TFIID (TAFn17) 67 
TFIIE (Tfal) 54 
TFIIH (Kin28) 87 


不 仅 某 些 TAF 不 是 所 有 转录 所 必需 的 ， 连 
TFIID 中 TAF 的 组 成 看 起 来 也 是 异 源 的 《〈heteroge- 
nous)。 例 如 ，TAFn 30 仅 在 人 的 部 分 TFIID 中 发 
现 ， 且 它 和 雄 激 素 的 响应 有 关 。 

更 令 人 惊奇 的 是 ， 甚 至 TBP 也 不 是 普遍 存在 于 
高 等 真 核 生物 的 前 起 始 复合 物 中 。 最 显著 的 例子 是 果 
Hi TBP 的 替代 物 TRFI (TBP- 相 关 因子 1，TBP-relat- 
ed factor 1)。 该 蛋白 质 在 发 育 的 神经 组 织 中 表达 ， 与 
TBP 一 样 结合 在 TFIIA 和 TFIIB 上 促进 转录 ,还 有 
自身 的 一 组 TRF 相关 因子 (TRF-associated factor), 
称 为 nLAF (神经 系统 的 TAF )。2000 年 ，Michael 
Holmes 和 Robert Tjian 用 引物 延伸 法 分 别 在 体内 和 体 
外 证 明了 TRE] 能 够 促进 果 蝇 tudor 基因 的 转录 ， 而 
且 分 析 还 表明 该 基因 有 两 个 不 同 的 启动 子 : 一 个 是 有 
TATA 盒 的 下 游 启动 子 ， 被 含有 TBP 的 复合 物 识别 ; 
第 二 个 位 于 第 一 个 启动 子 上 游 77bp 处 ， 有 TC, 
被 含有 TRF 的 复合 物 识别 (图 11. 15)。TC 盒 从 一 
22bp 到 一 33bp， 与 转录 起 始 有 关 ， 在 非 模 板 链 的 序 


列 为 AITGCTTTTCTT 。 在 DNase 足迹 实验 中 ，TC 
Ak TRF1, TFIA 和 TFTIB 复合 物 所 保护 。 但 是 这 
3 个 蛋白 质 单独 都 不 能 在 该 区 域 产生 足迹 ，TBP 或 
TBP+TFIA 和 TFIIB 也 不 能 产生 足迹 。 


~~ A 


图 11.15 RM tudor 基因 调控 区 。 该 基因 有 两 

个 相距 约 77bp 的 启动 子 。 下 游 启动 子 有 TATA 
吸引 基于 TBP 的 前 起 始 复合 物 。 上 游 启 动 

FH TCR, RIEF TRF 的 前 起 始 复合 物 。 


因此 ，TRF 可 能 是 TBP 的 细胞 类 型 特异 性 变 
体 。TBP 和 TRE 替代 物 的 存在 产生 了 一 种 可 能 性 ， 
即 高 等 真 核 生物 基因 的 表达 调控 可 能 部 分 是 取决 于 
MAN TBP, TAF 以 及 激活 因子 蛋白 的 可 用 性 。 激 
活 因子 将 在 第 12 章 介绍 。 的 确 ， 两 个 不 同 TBP 识 
别 tudor 基因 的 两 个 不 同 启动 子 ， 使 人 联想 到 原核 
生物 RNA 聚合 酶 的 不 同 o 因子 对 同一 基因 的 两 个 不 
同 启动 子 的 识别 GS 8 章 ) 。 

实际 上 ，TRF 好 像 是 为 果 蝇 所 特有 。 但 是 目前 
所 研究 的 所 有 多 细胞 动物 中 有 另 一 种 TBP 类 似 因子 
《TBP-like factor, TLF). tj TBP 不 同 ，TLF 缺少 插 
A TATA 盒 碱 基 对 并 帮助 启动 子 DNA 弯曲 的 成 对 
WAAR. Ht, TLE 不 结合 TATA 盒 ， 而 是 调 
控 其 他 无 TATA 盒 启 动 子 的 转录 。 

在 前 起 始 复合 物 形成 中 ，TBP 的 核心 作用 受到 
了 质疑 。 研 究 发 现 无 TBP 的 TAF: 复合 物 TFTC 
(TBP-free TAFn-containing complex) 无 需 TFIID 和 
TBP 协助 就 可 自发 形成 前 起 始 复合 物 。Patrick Schul- 
也 及 同事 基于 结构 研究 提出 了 TFTC 替代 TFIID 的 想 
法 。 电 镜 和 数码 图 像 分 析 发 现 两 者 在 三 维 结构 上 非常 
相似 。 图 11. 16 显示 了 两 个 蛋白 质 复 合 物 在 3 个 不 同 
方向 的 三 维 模型 。 最 显著 的 特征 是 两 者 都 有 一 个 很 大 
的 沟 ， 足 以 结合 双 链 DNA, KERE, ETAT QI 
子 一 样 夹 住 DNA。 主 要 差异 在 于 TFTC 顶端 因 有 结 
构 域 5 而 有 一 个 突起 ，TEFIID 没有 结构 域 5 和 突起 。 

在 第 10 章 已 经 学 习 过 果 蝇 的 许多 启动 子 都 没有 
TATA &. 而 有 DPE. JF AMM SAAT MR. R 
们 还 学 过 DPE 通过 其 一 个 或 几 个 TAF 与 TFIID 结 
合 。2000 年 ，James Kadonage 及 同事 在 果 蝇 中 又 发 
现 了 一 个 因子 (dNC2) 与 其 他 生物 中 熟知 的 负 辅 因 
子 NC2 (negative cofactor 2) 或 Dri-Drapl 因子 同 
源 。 为 简便 起 见 ， 将 所 有 此 类 因子 均 称 作 NC2。 他 
们 还 发 现 了 一 个 有 趣 的 现象 ，NC2 可 以 区 别 含 TA- 
TA 盒 的 启动 子 和 含 DPE 的 启动 子 。 实际 上 ，NC2 
促进 含 DPE 的 启动 子 转录 ， 抑 制 含 TATA RH 
动 子 转录 。 因 此 ，NC2 可 能 是 基因 调控 的 焦点 。 


图 11.16 TFIID 和 TFIC 的 三 维 模型 。Schultz 及 
同事 制作 了 TFIID 和 TFTC 的 负 染 电镜 图 (方法 
见 第 19 章 )， 数字化 合成 图 像 。 然 后 在 电子 显微镜 
下 旋转 不 同 的 角度 ， 收 集 两 种 蛋白 质 的 三 维 图 像 
信息 。 图 上 显示 分 析 所 得 模型 ，TFIID (绿色 )， 
TFTC ( 蓝 色 )。 (Source; Brand, M. , C. Leurent, 
V. Mallouh, L. Tora, and P. Schuttz, Three-dimen- 
sional structures of the TAFy-containing complexes 
TFDIID and TFTC Science 286 (10 Dec 1999) f. 3, 
p 2152. Copyright © AAAS. ) 


2001 4F, Stephen Burley 及 同事 解析 了 NC2- 
TATA 4&-TBP 复合 体 的 晶体 结构 ， 揭 示 了 NC2 如 
何 抑制 TATA RATHER., NCZ 结合 在 被 马鞍 
形 TBP 折 弯 的 DNA 的 下 侧 ， 一 旦 NC2 结合 到 启动 
子 上 ， 它 的 一 个 e 螺 旋 就 会 阻止 TFIIB 与 复合 物 结 
合 ， 同 时 ，NC2 的 另 一 部 分 会 干扰 TFIIA 的 结合 。 
而 没有 TFIIA 和 TFIIB， 前 起 始 复合 物 不 能 形成 ， 
转录 也 就 无 法 起 始 。 


小 结 ”在 II 类 基因 转录 中 ，TAF 并 不 是 通 
用 的 。TAFn145《〈 与 人 的 TAFn 250 同 源 的 酵母 
基因 ) 在 酵母 大 部 分 IT 类 基因 的 转录 中 也 不 通 
H, EE TBP 也 不 是 普 适 的 。 在 高 等 真 核 生物 
中 ， 某 些 启动 子 对 TBP 的 替代 物 如 TRFI 产生 应 
答 。 某 些 启动 子 可 以 被 不 含 TBP 的 TAFn 复 合 物 
(TFTC) 而 不 是 TFIID 所 激活 。 通 用 转录 因子 
NC2 促进 含 DPE 的 启动 子 但 抑制 TATA 启动 子 
的 转录 。 


TFIIB 的 结构 和 功能 


Danny Reinberg 及 同事 克隆 并 表达 了 人 TFIIB 
基因 。 在 所 有 体外 实验 中 ,包括 对 激活 因子 如 Spl 
的 应 答 ， 克 隆 TFIIB 基因 的 产物 都 可 以 代替 天 然 人 
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TFIIB 和 蛋白 。 表 明 TFIIB 是 一 个 单 亚 基因 子 (M, = 
35kDa)， 无 需 TAF 类 似 的 辅助 多 肽 。 正 如 已 经 了 
解 的 那样 ， 在 体外 TFIIB 是 继 TFIID 和 TFIIA 之 后 
结合 到 前 起 始 复合 物 上 的 第 三 个 或 第 二 个 〈 如 果 
TFIA 还 未 结合 ) 转录 因子 。 这 是 RNA 聚合 酶 结 
合 所 必需 的 ， 因 为 TFIIF- 聚 合 酶 复合 物 需 结合 在 
DAB 复合 物 而 不 是 DA HAYE. 

在 前 起 始 复合 物 装配 过 程 中 ，TFIIB 结合 的 顺 
序 位 于 TFIID 和 TFIIF/RNA 聚合 酶 了 之 间 ， 表 明 
TFIIB 有 两 个 结构 域 ， 分 别 与 以 上 两 个 蛋白 质 结 合 。 
事实 上 ，TFIIB 确实 有 两 个 不 同 的 域 ， N 端 域 
(TFIIBN) 和 C 端 域 (TFIIBc ) 。2004 年 Kornberg 
及 同事 对 TFIIB 的 结构 研究 发 现 ， 这 两 个 结构 域 的 
确 在 连接 TATA 盒 处 的 TFIID 和 RNA RAN I Z 

全 


下 游 DNA 


— y 


间 起 桥梁 作用 ， 使 聚合 酶 的 活性 中 心 位 于 TATA & 
下 游 25 一 30bp 处 ， 正 好 是 转录 起 始 处 。 特 别 是 该 研 
究 还 揭示 了 TBP 通过 弯曲 TATA 盒 处 的 DNA， 使 
DNA 包 绕 TFIIBc， 而 TFUBy 则 与 聚合 酶 的 一 个 位 
点 结合 ， 将 其 正确 地 置 于 转录 起 始 位 点 上 。 
Kornberg 及 同事 从 酿酒 酵母 中 获得 了 RNA R 
合 酶 ILTFIIB 复合 物 的 晶体 。 图 11. 17 显示 该 复合 
物 晶 体 结构 的 两 种 视图 ， 并 加 入 了 早期 研究 所 推测 
的 TBP 和 启动 子 在 晶体 中 的 位 置 ， 可 以 看 到 在 复合 
物 中 TFIIB 的 两 个 结构 域 TFIIBc 和 TFIIB, TFI 
lB 〈 紫 红色) 与 TBP Al TATA 盒 处 的 DNA 作用 ， 
而 被 TBP 弯曲 的 DNA (在 TATA 盒 处 ) Amate 
在 TFIIB: 和 聚合 酶 周围 。 弯 曲 的 DNA 直接 伸 向 位 
于 聚合 酶 活性 中 心 附近 的 TFIIBN 。 
) 


顶部 
TFIIB, ® Zn 


码头。 ws ih TFB. ww TBP 


图 11.17 TFIIB-TBP- 聚 合 酶 LI-DNA 复合 体 的 结构 模型 。 (a) 和 (b) 显示 Kornberg 及 
同事 从 两 个 独立 复合 物 的 结构 推测 的 结构 ， 一 个 是 TFIIB.-TBP-TATA & DNA， 另 一 个 
是 RNA 聚合 酶 [FTFIIB， 显 示 两 种 不 同 视角 的 结构 。 底 部 的 颜色 图 标 用 以 区 分 蛋白 质 及 
结构 域 ， 聚 合 酶 的 其 他 区 域 表 示 为 灰色 ， 弯 曲 的 TATA & DNA 及 其 20bp 的 B 型 DNA 
延伸 部 分 ， 以 红 白 和 蓝 表示 。 (Source: (ab) Reprinted with permission from Science, 
Vol. 303， David A, Bushnell, D. Westover, Ralph E. Davis, Roger 
D. Kornberg, “Structural Basis of Transcription: An RNA Polymerase I-TFIIB Cocrystal 


Kenneth 


at 4.5 Angstroms” Fig. 3 c8.d, p. 986, Copyright 2004, AAAS.) 


早期 研究 已 表明 TFIIB 上 的 突变 能 改变 转录 
起 始 位 点 ， 而 和 且 前 研究 为 其 提供 了 理论 依据 。 特 别 
是 已 知 在 62 一 66 位 残 基 处 的 突变 可 改变 起 始 位 点 。 
这 些 氨基 酸 位 于 TFIIBN 的 指 形 域 一 侧 , 与 DNA 模 
板 链 上 的 一 6 一 一 8 位 碱 基 (起 始 位 点 为 十 1) 接触 
(图 11. 18 的 左上 部 )。 而 且 ， 指 尖 靠近 聚合 酶 的 活 
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性 中 心 ， 并 位 于 启动 子 中 的 起 始 子 〈 围 绕 起 始 位 点 ) 
的 附近 (第 10 章 )。 

人 类 TFIIB 的 指 尖 结构 含有 两 个 能 够 与 起 始 子 
DNA 很 好 结合 的 碱 性 残 基 ( 赖 氨 酸 ), 使 转录 起 始 
定位 于 此 处 。 但 在 酵母 TFIIB 中 ， 这 两 个 碱 性 氨基 
酸 被 两 个 酸性 氨基 酸 取代 ， 且 酵母 启动 子 中 没有 起 


TFIIB 


mm RNA m DNA @ Mg 


Æ 11.18 TFIIB, 的 B 指 结构 、DNA 模板 链 及 
RNA 产物 间 相互 作用 的 立体 视图 。 结 构 中 的 各 元 
件 用 底部 所 示 不 同 颜色 区 分 。 (Source: Reprinted 
with permission from Science, Vol 303, David A. 
Bushnell, Kenneth D. Westover, Ralph E. Davis, 
Roger D. Kornberg, “Structural Basis of Tran- 
scription; An RNA Polymerase II-TFIIB Cocrystal 
at 4.5 Angstroms” Fig.4, p.987. Copyright 2004, 
AAAS ) 


始 子 序列 。 这 些 考虑 可 能 有 助 于 解释 为 什么 人 类 前 
起 始 复合 物 能 够 在 TATA 盒 下 游 25 一 30bp 处 成 功 
起 始 转录 ， 而 酵母 的 转录 起 始 位 点 则 有 很 大 变动 范 
围 CE TATA 盒 下 游 40 一 120bp) 。 

Kornberg 及 同事 总 结 认为 TFITB 在 定位 转录 起 
始 位 点 过 程 中 起 双重 作用 。 首 先是 粗 定位 ， 通 过 
TFIIB: 域 在 TATA 盒 处 结合 TBP， 以 及 TFIIB 域 
的 指 结构 和 相 邻 的 锌 带 结构 与 聚合 酶 结合 而 实现 。 
在 大 多 数 真 核 生物 中 ， 这 可 使 聚合 酶 置 于 TATA 
盒 下 游 25 一 30bp 的 起 始 位 点 上 。 然后 ， 当 DNA fit 
旋 时 通过 TFIIB 域 的 指 结构 与 紧邻 起 始 子 上 游 的 
DNA 作用 实现 精确 定位 。 注 意 TFIIB 不 仅 决定 转 
录 的 起 始 位 点 ， 也 决定 转录 的 方向 。 这 是 因为 它 与 
启动 子 的 非 对 称 性 结合 ， 以 C 端 域 结合 启动 子 上 
游 ，N 端 域 结合 启动 子 下 游 ， 由 此 造成 了 前 起 始 复 
合 物 的 不 对 称 性 ， 进 而 确立 了 转录 的 方向 。 

以 上 的 模型 虽 好 ， 但 却 是 几 个 独立 的 部 分 结构 
拼接 在 一 起 的 ， 难 免 会 猜想 它 与 完整 前 起 始 复合 物 
结构 有 多 接近 ? 为 探索 这 一 问题 ，Hung-Ta Chen 和 
Steven Hahn 利用 光 交 联 和 羟基 自由 基 切割 分 析 
Chydroxyl radical cleavage analysis) 相 结合 的 方法 对 
酵母 TFIIB 的 各 结构 域 与 酵母 RNA RAKS I 各 域 
间 的 作用 进行 了 绘图 。 

羟基 自由 基 切割 分 析 策略 如 下 : 通过 定点 突变 
(第 5 章 ) 为 蛋白 质 引 入 半 胱 氨 酸 残 基 ， 然 后 在 每 个 
半 胱 氨 酸 上 附加 一 个 FeEDTA 复合 物 FeBABE, 
它 可 产生 羟基 自由 基 ， 在 15A 内 切割 蛋白 质 链 。 切 


割 后 的 蛋白 质 片段 由 凝 胶 电泳 和 Western 印迹 展示 。 
此 方法 可 鉴定 第 二 个 蛋白 质 的 任何 区 域 ， 只 要 该 区 
域 位 于 第 一 个 蛋白 质 上 给 定 半 胱 氨 酸 的 15A 范 
围 内 。 

在 第 一 个 实验 中 ，Chen 和 Hahn 将 TFIIB 的 
指 形 域 和 接头 区 的 多 个 氨基 酸 变 成 了 半 胱 氨 酸 ， 
然后 连接 FeBABE。 用 修饰 的 TFIIB 分 子 装配 前 
起 始 复合 物 ， 在 TFIIB 的 指 域 和 接头 区 激发 关 基 
自由 基 以 切割 靠近 半 胱 氨 酸 的 蛋白 质 。 为 方便 
Western 印迹 ， 在 Rpbl 或 Rpb2 的 未 端 连接 了 抗 
原 决定 能 (FLAG)， 因 此 可 用 抗 FLAG 的 抗体 检 
测 Westen 印迹 。 图 11. 19a~c 显示 用 抗 FLAG 
抗体 检测 的 Western 印迹 结果 ，FLAG 加 于 Rpb2 
的 N 端 或 C 端 或 Rpbl 的 C 端 。 由 羟基 自由 基 切 
割 产生 的 新 条 带 用 方 括号 标 出 ， 在 不 替换 半 胱 氨 
酸 的 野生 型 (w) 泳 道 或 无 Fe-BABE (一 ) 瀛 道 
未 发 现 新 条 带 。 

这 些 条 带 含有 已 知 长 度 的 蛋白 质 片段 ， 并 包含 
蛋白 质 的 N 端 或 C 端 ， 利 用 抗 FLAG 抗体 可 以 检测 
附着 于 蛋白 质 未 端的 FLAG 抗原 决定 徐 ， 由 此 可 将 
切割 位 点 绘制 到 已 知 的 蛋白 质 晶体 结构 的 相应 位 置 。 
图 11. 19d 是 另 一 个 类 似 实验 的 结果 ， 其 中 未 使 用 
FLAG 抗原 决定 簇 ， 而 是 用 Rpbl 的 N 端 200 个 氨 
基 酸 残 基 中 的 天 然 表 位 制备 的 抗体 。 

基于 此 信息 ，Chen 和 Hahn 绘制 了 Rpbl 和 
Rpb2 上 与 带 有 Fe-BABE 的 半 胱 氨 酸 紧密 接触 的 
部 分 。 图 11. 19e 和 ff 分别 是 TFIIB 变 体 〈 半 胱 氨 
酸 被 引入 指 域 和 接头 区 ) 所 形成 的 切割 图 ， 深蓝 
和 浅 蓝 分 别 表示 强 切 制 和 中 或 弱 切 制 ( 译 者 注 ， 
原文 为 浅 蓝 色 表示 强 切 制 )， 是 Rpbl 和 Rpb2 上 
与 TFIIB 的 指 域 和 接头 区 紧密 接触 的 区 域 。 两 个 
图 的 相似 性 揭示 ， 在 前 起 始 复合 物 中 TFIIB 的 指 
域 和 接头 区 很 靠近 ， 而 且 正 如 预测 的 那样 ，TFT- 
了 王 的 这 一 部 分 (TFUBY) 确实 与 RNA RA AG I 
接触 ， 具 体位 点 是 聚合 酶 靠近 活性 中 心 的 突起 、 
E, HEAR. 

在 光 交 联 实验 中 ，Chen 和 Hahn HF" Ri AY 
HKKM (kH PEAS) 连接 到 与 羟基 自由 基 切 割 
实验 相同 的 TFIIB 半 胱 氨 酸 变 体 的 半 胱 氨 酸 残 基 上 。 
用 这 些 变 体 TFIIB 装配 前 起 始 复合 物 ， 辐 射 复合 物 
使 之 形成 共 价 交 联 ， 然 后 通过 SDS-PAGE 观察 交 联 
并 通过 放射 自 显 影 检 测 “1 标签 。 正如 所 预测 ， 
TFIIB 的 指 域 和 接头 区 与 RNA RAN [1 发 生 了 交 
联 。 预 料 之 外 的 是 TFIIB 的 指 域 和 接头 区 也 与 TFI- 
IF 的 最 大 亚 基 发 生 了 交 联 ， 使 其 处 于 靠近 聚合 酶 II 
活性 中 心 的 位 置 。 
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图 11. 19 酵母 前 起 始 复合 物 中 TFIIB 与 RNA 聚合 酶 卫 间 接触 图 。(a 一 4) Chen 和 Hahn 将 TFIIB 
的 指 域 和 接头 区 的 多 个 氨基 酸 〈 氨 基 酸 位 置 标 在 泳 道 顶部 ) 变 为 半 胱 氨 酸 ， 然 后 连接 Fe BABE 〈 羟 
基 自 由 基 发 生 剂 )。 用 修饰 后 的 TFIIB 和 Rpb2 的 C 端 (a) 或 N 端 (b) 或 Rpbl AY C% Co) 附加 
TURE (FLAG) 〈 标 在 项 部) 的 RNA 聚合 蓝 组 装 了 前 起 始 复合 物 ， 然 后 激发 羟基 自由 基 ， 
切割 距离 TFIIB 上 半 胱 氨 酸 15A 以 内 的 蛋白 质 。 随 后 对 蛋白 质 进行 SDS-PAGE， 包 括 前 起 始 复合 物 
蛋白 质 及 蛋白 质 片段 、 不 替换 半 胱 氨 酸 的 野生 型 (wt) 或 无 Fe-BABE 〈 一 ) 的 复合 物 蛋 白质 及 蛋白 
质 片段 。 蛋 白质 转 膜 ， 用 抗 FLAG 抗体 a~c) 或 Rpbl N 端 200 个 残 基 的 天 然 表 位 制备 的 抗体 分 
别 检测 蛋白 质 印 迹 。 新 条 带 GES) 表示 由 羟基 自由 基 切 割 产 生 的 多 肽 片段 ， 在 对 照 泳 道 
(“WT” 和 “一 ”) 未 出 现 新 条 带 。 与 蛋白 质 标准 (M) 比较 获得 不 同 片段 的 长 度 再 结合 片段 含有 1 
个 Rpbl 或 Rpb2 末端 的 信息 可 以 确定 任 一 侧 4 个 氨基 酸 内 的 切割 位 点 。 在 每 个 括号 的 旁边 标 出 了 切 
制 位 点 的 位 置 : 钳 、 叉 和 突起 〈F/P) ， 活 性 位 点 和 码头 区 (A/D)。(e) 和 (D 在 已 知 酵母 RNA R 
合 酶 LI 的 晶体 结构 上 绘 出 切割 位 点 【其 中 TFIIB 的 指 域 Co) 和 接头 区 (D 含有 置换 的 半 胱 氨 酸 ]。 
深蓝 色 表示 强 切割 ， 浅 蓝 色 表 示弱 或 中 度 切割 。 考虑 到 方法 中 的 误差 ， 以 明确 的 切割 位 点 为 中 心 向 
外 扩展 9 个 带 颜色 的 氨基 酸 。(Source: 〈a 一 门 Reprinted from Cell, Vol. 119，Hung-Ta Chen and 
Steven Hahn, “Mapping the Location of TFIIB within the RNA Polymerase II Transcription Preinita- 
tion Complex; A Model for the Structure of the PIC,” p. 169-180, fig 2, p. 172. Copyright 2004 with 
permission from Elsevier. ) 
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Ag Xf TFIIB 聚 合 酶 开 复 合 物 的 结构 研究 
表明 ;TFIIB 通过 C 端 域 在 TATA 会 处 结合 TBP， 
同时 通过 AN 端 域 结合 聚合 酶 于 这 种 桥梁 作用 使 
聚合 酶 活性 中 心 粗 定位 于 TATA. 盒 下 游 35 一 30bp 
处 。 在 哺乳 动物 中 ，TFIIB N 端 域 的 环 状 基 序 发 挥 
转录 起 始 的 精确 定位 ， 通 过 与 很 靠近 活性 中 心 的 
模板 DNA 单 链 间 的 作用 而 实现 。 生 化 研究 证 明 ， 
在 前 起 始 复 合 物 中 ，TFIIB 的 N 端 域 (具体 在 指 
域 和 接头 区 ) 位 于 靠近 RNA 聚合 酶 工 活性 中 心 及 
TFIIF 最 大 亚 基 的 位 置 。 


TFIIH 的 结构 和 功能 


TFIIH 是 最 后 一 个 结合 到 前 起 始 复合 物 上 的 转 
录 因 子 。 在 转录 起 始 过 程 中 ， 可 能 有 两 个 主要 功能 ， 
一 是 使 RNA RAB I BY CTD 磷酸 化 ; 另 一 个 是 使 
转录 起 始 位 点 的 DNA 解 旋 形成 “转录 泡 "。 

RNA 聚合 酶 II 的 羧基 末端 域 CCTD 的 磷酸 化 
如 在 第 10 章 中 所 述 ，RNA 聚合 酶 以 两 种 生理 形式 
存在 : TIA (未 磷酸 化 的 ) 和 IO (在 CTD 中 有 大 量 
磷酸 化 的 氨基 酸 )。 未 磷酸 化 的 聚合 酶 IIA， 参 与 前 
起 始 复合 物 的 形成 ; 磷酸 化 的 聚合 酶 IO 催化 RNA 
链 的 延伸 。 这 一 现象 表明 聚合 酶 磷酸 化 是 在 结合 前 
起 始 复合 物 与 启动 子 清除 两 个 时 段 之 间 。 也 就 是 说 ， 
聚合 酶 的 亿 酸 化 可 能 引起 聚合 酶 从 起 始 模式 向 延伸 
模式 的 转化 。 支 持 这 一 推测 的 证 据 是 聚合 酶 TIA 中 
未 磷酸 化 的 CTD 与 TBP 的 结合 比 聚 合 酶 IO ha 
酸化 的 CTD 更 紧密 。 因此 ，CTD 的 磷酸 化 可 以 破 
KRAM TBP 在 启动 子 区 的 结合 ， 允 许 转录 进入 
延伸 。 但 是 这 一 假说 也 受到 一 定 的 质疑 ， 有 时 体外 
转录 无 需 CTD 磷酸 化 也 可 以 发 生 。 

暂且 不 提 CTD 磷 酸化 的 重要 性 ，Reinberg 及 同 
事 发 现 TFIIH 可 作为 催化 磷酸 化 的 候选 蛋白 激酶 。 
首先 ， 他 们 发 现 纯化 的 转录 因子 自身 就 可 以 让 聚合 
Wie IL) CTD 磷酸 化 ， 将 聚合 酶 IIA 转化 为 聚合 酶 
1O, PB 11. 20 中 的 凝 胶 阻 洁 实 验证 明了 这 一 点 。 沪 
道 1~6 显 示 加 入 ATP 对 DAB, DABPolF, DAB- 
PolFE 复合 物 的 迁移 率 都 没有 影响 ， 但 加 入 TFIIH 
形成 DABPolFEH 复合 物 后 ，ATP 可 使 复合 物 的 迁 
移 率 降低 。 是 什么 引起 了 这 种 变化 ? 一 种 可 能 性 是 
复合 物 中 的 一 个 转录 因子 使 聚合 酶 磷酸 化 了 。 的 确 ， 
Reinberg 及 同事 从 低 迁 移 率 的 复合 物 中 分 离 出 的 聚 
合 酶 是 磷酸 化 的 聚合 酶 IO， 但 是 最 初 加 入 的 是 聚 
合 酶 IIA。 显 然 ， 某 个 转录 因子 行使 了 磷酸 化 功能 。 

接 下 来 ，Reinberg 及 同事 直接 证 明 TFIIH 制备 
物 可 使 聚合 酶 IIA 磷酸 化 。 为 此 ， 他 们 将 纯化 的 聚 
AR IA 和 TFIIH 及 [y*P] ATP 在 DNA 结合 : 
态 下 温 育 。 如 图 11. 21a 显示 有 少量 聚合 酶 发 生 了 磷 


)ABFPol IIA 
JABFEPol IIA 


至 
£ 
E 
g 
å 


DABFEHPol NO —— 
DABFEHPol IIAT 


DABFEPol IIA J 
DABFPol IIA- 


ia 


123 45 67 8 
图 11.20 前 起 始 复合 物 的 磷酸 化 。Reinberg 及 
同事 在 有 或 无 ATP 条 件 下 ， 将 不 同 的 前 起 始 复 
合 物 从 DAB 到 DABPolFEH (如 顶部 所 示 ) 进行 
凝 胶 阻 浇 实 验 。 仅 当 TFIIH 存在 时 ，ATP 才能 
改变 复合 物 的 迁移 率 泳 道 7 和 8)。 最 简单 的 解 
释 是 TFIIH 促进 了 聚合 酶 IIA 磷酸 化 为 聚合 酶 
IIO。 (Source: Lu，H. ，1 Zawel, L. Fisher, 
J. M. Egly, and D. Reinberg, Human general 
transcription factor IIH phosphorylates the C-ter- 
minal domain of RNA polymerase II. Nature 358 
(20 Aug 1992) p.642, f. 1. Copyright © Macmil- 
lan Magazines Ltd. ) 


酸化 。 因 此 ，TFIIH 本 身 可 使 聚合 酶 II 磷酸 化 ， 而 
其 他 所 有 因子 在 一 起 也 不 能 引起 磷酸 化 。 然 而 ， 这 
些 因子 共同 作用 可 在 很 大 程度 上 增强 TFIIH 磷酸 化 
的 能 力 。 泳 道 6 一 9 显示 在 逐渐 加 入 其 他 因子 时 
TFIIH 的 作用 结果 。 每 增加 一 种 因子 ， 聚 合 酶 的 磷 
酸化 效率 和 聚合 酶 IIO 的 积累 都 有 所 增加 。 由 于 聚 
合 酶 TIO 的 最 大 标记 量 是 在 加 入 TFIIE 时 ， 因 此 研 
究 人 员 又 对 在 TFIIE 有 或 无 情况 下 TFIIH 的 磷酸 化 
随时 间 的 变化 进行 了 研究 。 图 11. 21b 显示 ， 当 
TRIE 存在 时 ，Ila 亚 基 转 换 为 Ilo 亚 基 的 效率 高 得 
多 。 图 11. 21c 以 曲线 图 展示 了 相同 结果 。 

我 们 知道 聚合 酶 Ia 亚 基 的 CTD 是 磷酸 化 的 位 
点 ， 因 为 无 CTD HRAN IB 不 能 被 TFIIDBFEH 
复合 物 磷酸 化 ， 而 人 聚合 酶 IIA 以 及 聚合 酶 IO (在 较 
低 程度 上 ) 都 可 以 被 磷酸 化 (图 11.22a)。 还 有 , 磷 
酸化 产生 一 个 与 MO 共 电 泳 的 多 肽 ,而 IO 是 有 
CTD 的 . 为 了 直接 证 明 CTD 的 磷酸 化 ,Reinberg 
及 同事 用 胰 凝 乳 蛋 白 酶 chymotrypsin) 切割 磷酸 
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图 11.21 TFIIH 使 DNA RARE LHRH. (a) Reinberg 及 同事 将 聚合 酶 [IA 与 各 种 转录 因子 的 混合 物 
进行 温 育 ， 如 图 上 部 所 示 。 在 所 有 反应 中 加 入 [y*PJj 标记 的 ATP 促使 聚合 酶 的 磷酸 化 ， 然 后 电泳 并 
放射 自 显影 检测 。 泳 道 4，TFIID、TFIIB、TFIIF 和 TFIIE 并 不 足以 引起 磷酸 化 。 泳 道 5~9 证 明 仅 
TFIIH 就 能 够 引起 部 分 聚合 酶 的 磷酸 化 ， 但 其 他 因子 可 增强 TFIIH 的 磷酸 化 。TFIIE 的 加 入 强烈 促进 聚 
合 酶 la 亚 基 转 化 为 IIo 亚 基 。(b) 聚合 酶 磷酸 化 的 时 间 进 程 曲 线 。 在 TFIIE 有 或 无 情况 下 ， 利 用 TFI- 
ID, TFIIB, TFIIF 和 TFIIH 对 聚合 酶 进行 相同 的 磷酸 化 实验 ， 如 顶部 所 示 。 实 验 分 别 进行 了 60min 和 
90min， 在 不 同时 间 取 样 ， 如 顶部 所 示 。 右 边 箭头 指示 两 种 形式 的 亚 基 位 置 ， 注 意 TFIIE 存在 时 聚合 酶 
磷酸 化 很 快 。(c) 图 是 〈b) 图 数据 的 曲线 图 示 。 绿 色 和 红色 曲线 分 别 表示 TFIIE 有 或 无 条 件 下 的 磷酸 
化 情况 。 实 线 对 应 磷酸 化 的 聚合 酶 亚 基 Ia 和 Ilo， 虚 线 对 应 Mo. (Source: Adapted from Lu, H. , 
L Zawel, L. Fisher, J.-M. Egly, and D. Reinberg, Human general transcription factor IIH phosphorylates 
the C-terminal domain of RNA polymerase II. Nature 358 (20 Aug 1992) p. 642, f. 2. Copyright © Mac- 


millan Magazines Lid. ) 


化 的 聚合 酶 ， 该 酶 可 切 掉 CTD。 电 泳 酶 切 产物 的 放 
射 自 显影 结果 显示 有 一 个 标记 的 CTD 片段 (图 
11. 22b)， 表 明 标记 的 磷酸 已 经 摊 入 聚合 酶 TD 最 大 
亚 基 的 CTD 中， 而 亚 基 的 其 他 部 分 未 被 标记 。 

为 了 证 明 没 有 RNA 聚合 酶 UL 的 亚 基 在 激酶 反 
应 中 起 作用 ，Reinberg 及 同事 克 降 了 一 个 嵌 合 基因 ， 
表达 包括 CTD、 转 录 因 子 GAL4 的 DNA 结合 域 和 
谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 的 融合 蛋白 。 结 果 显 示 TFIIH A 
SRA] HRA BAM CTD 区 域 磷酸 化 。 因 此 ， 即 
使 是 在 缺少 其 他 聚合 酶 II 亚 基 的 情况 下 ，TFIIH 的 
制备 物 也 完全 具有 激酶 活性 。 

到 目前 为 止 ， 所 描述 的 实验 都 是 在 聚合 酶 (或 
聚合 酶 的 结构 域 ) 结合 DNA 的 条 件 下 进行 的 。 这 
一 点 是 否 重要 ? 为 了 回答 这 个 问题 ，Reinberg 小 组 
ARAW I 与 不 同 DNA 进行 了 激酶 分 析 实验 。 所 
用 DNA 分 别 为 ， 有 完整 启动 子 的 、 仅 有 TATA £., 
仅 有 起 始 子 区 、 完 全 没有 启动 子 。 结 果 表 明 当 TA- 
TA RREH TIER, TFIIH 对 磷酸 化 有 很 强 的 
促进 作用 ， 但 在 人 工 合成 的 DNA [poly (dFdC), 
不 含 TATA 盒 或 起 始 子 ] 存在 时 ， 磷 酸化 作用 非常 
i. Alt, RARAN I5 DNA 结合 时 ，TFI- 
TH 才能 使 聚合 酶 磷酸 化 。 现 在 知道 TFIIH 的 激酶 
活性 是 由 其 两 个 亚 基 提供 的 。 
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延伸 过 程 中 RNA 聚合 酶 I 中 CTD 的 磷酸 化 和 
去 磷酸 化 TFIIH 的 蛋白 激酶 在 RNA 聚合 酶 II 的 
CTD 的 Ser2 和 SerS 添加 磷酸 基 团 ， 该 磅 酸化 显然 
是 转录 起 始 所 必需 的 。 但 是 Ser5 磷酸 化 在 延伸 的 聚 
合 酶 中 没有 发 现 ， 显 然 是 在 起 始 向 延伸 的 转换 过 程 
中 磷酸 被 移 去 了 。FCP1 是 酵母 中 唯一 已 知 的 CTD 
磷酸 酶 ， 但 对 其 基因 fcpl 突变 后 ， 并 不 能 阻止 在 
延伸 过 程 中 RNA RAR I t CTD 的 Ser5 位 去 磷酸 
化 。 因此， 一定 有 其 他 磷酸 酶 移 走 了 这 些 磷酸 基 团 。 

有 时 在 延伸 过 程 中 ，CTD 的 Ser2 的 磷酸 化 也 会 
被 去 除 ， 引 起 聚合 酶 暂停 。 要 使 延伸 继续 ，CTD 的 
Ser2 VARMARE. TFIIH 并 不 参与 这 一 反应 ， 
而 是 酵母 中 的 P-TEFb 蛋白 对 其 进行 再 磷酸 化 。 

小 结 前 起 始 复合 物 形成 过 程 中 RNA 聚合 
RS TT LRA EA NA 形式 存在 ， 随 后 TFIH 使 
RNA RARE 条 最 大 亚 基 的 C 端 域 (CTD) 上 的 
七 氨基 酸 重复 序列 上 的 2 位 和 5 位 丝氨酸 磷酸 
化 ， 由 此 产生 聚合 橱 的 磷酸 化 形式 TIO)。 在 体 
外 TFHE 极 大 地 促进 这 一 过 程 。 改 酸化 是 转录 起 
始 所 必需 的 。 在 由 起 始 向 延伸 转变 过 程 中 ,七 氨 
基 酸 重复 序列 5 位 丝氨酸 失去 磷酸 化 。 如 果 2 位 
丝氨酸 也 失去 磷酸 化 ， 聚 合 酶 将 暂停 等 待 一 个 非 
TFH 激酶 进行 磷酸 化 。 
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图 11.22 TFIIH 使 聚合 酶 I 的 CID 磷酸 化 。 
(a) Reinberg 小 组 在 TFIID, TFIIB, TFIIF, TFI- 
正和 TFIIH 及 放射 性 ATP 存在 情况 下 ， 逐 渐 增 加 
WAM IA, NBR MO 的 量 ， 进 行 磷酸 化 实验 ， 如 
MARAR. RAR IBE CTD, AERES 
酸化 。 未 磷酸 化 的 聚合 酶 IIA 比 IIO 磷酸 化 程度 高 ， 
正如 预期 的 。(b) 磷酸 化 CTD 的 纯化 。 用 胰 凝 乳 蛋 
白 酶 (Chym) 从 磷酸 化 的 聚合 酶 Ila 亚 基 中 切 下 
CTD， 电 泳 产物 并 进行 自 显影 。 泳 道 1， 酶 切 之 前 
的 产物 。 泳 道 2 和 3， 酶 切 之 后 的 产物 。CTD 的 位 
置 是 在 另 一 个 实验 中 确定 的 。 (Source; Lu, H., 
L. Zawel, L. Fisher, J.-M. Egly, and D. Reinberg. 
Human general transcription factor IIH phosphoryl- 
ates the C-terminal domain of RNA polymerase 
IL. Nature 358 (20 Aug 1992) p.642. f.3. Copy- 
right © Macmillan Magazines Ltd. ) 


转录 泡 的 形成 TFIIH 无 论 在 结构 或 功能 上 都 
属于 复合 蛋白 。 它 含有 9 个 亚 基 ， 可 分 解 成 两 个 复 
合 物 ， 其 中 4 个 亚 基 组 成 蛋白 激酶 复合 物 ， 另 5 个 
亚 基 组 成 核心 TFIIH 复合 物 ， 具有 两 种 独立 的 
DNA 解 旋 酶 和 ATP W Chelicase/ATPase) 活性 。 
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其 中 一 个 酶 活性 在 TFIIH 复合 物 的 最 大 亚 基 中 ， 对 
酵母 的 生存 很 重要 ， 当 其 基因 (RAD25 ) 突变 时 、 
酵母 不 能 存活 。Satya Prakash 及 同事 证 明 这 种 解 旋 
酶 活性 对 于 转录 非常 重要 。 首 先 ， 他 们 在 酵母 细胞 
中 过 量 表达 了 RAD 蛋白 ， 纯 化 均一 后 表明 此 产物 
具有 解 旋 酶 活性 。 他 们 用 部 分 双 链 DNA 作为 底 物 ， 
该 底 物 由 一 条 *P 标记 合成 的 41bp DNA 链 与 单 链 
M13 DNA 杂交 形成 (图 11. 23a)。 在 有 或 无 ATP 
情况 下 ,将 RAD25 和 底 物 混合 后 进行 电泳 。 解 旋 酶 
可 以 从 较 长 的 互补 链 上 释放 出 具有 较 高 电泳 迁移 率 
的 标记 DNA 片段 ， 在 凝 胶 下 部 显示 。 如 图 11. 23b 
所 示 ，RAD25 RARR ATP 的 解 旋 酶 活性 。 

接 下 来 ，Prakash 及 同事 发 现在 含有 温度 敏感 
RAL25 基因 (rad25-tso.) 的 细胞 中 ， 转 录 也 时 温度 
敏感 型 。 图 11. 24 BRUD Gf DNA (第 5 BE) 为 
模板 的 体外 转录 结果 。 此 模板 在 一 个 400bp 的 区 域 
(对 应 的 非 模 板 链 上 不 含 G) 上游 含 有 酵母 的 TATA, 
元 件 。 在 ATP、CTP 和 UTP (无 GTP) 存在 时 的 转 
录 起 始 (或 终止 ) 显然 是 在 少 G 区 域内 的 两 个 位 点 
闻 进 行 的 ， 并 由 此 产生 两 个 分 别 为 375nt 和 350nt 的 
转录 物 。 转 录 必 然 在 少 G 盒 的 末端 终止 ， 因 为 超过 
此 位 点 的 链 延 伸 需要 G. 但 无 G 可 用 〈 较 短 的 转录 物 
可 能 是 少 G 盒 区 域内 转录 提前 终止 产生 的 ， 而 非 来 
自 不 同 起 始 位 点 的 转录 物 )。 图 11, 24a 显示 在 许可 温 
度 (22°C) 下 转录 0 一 10min 的 结果 。 很 明显 ， 即 使 在 
低温 下 ，rad25-tso 突变 体 细胞 提取 物 也 比 野生 型 
(RAIES) 提取 物 的 转录 能 力 弱 。 图 11. 24b 显示 在 非 许 
可 温度 (37°C) 下 的 转录 结果 。 温 度 的 升 高 使 rad25- 
ts 突变 体 提取 物 的 转录 完全 失 活 。 因 此 ，RAPZ5 产物 
(TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 ) 对 转录 是 必需 的 。 
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图 11.23 TFIIH 的 解 旋 酶 活性 。(a) 解 旋 栈 分析。 标记 的 dnt DNA 片段 (红色 ) 与 较 长 的 未 标记 单 链 
M13 mika He DNA〈 蓝 色 ) 杂交 ，DNA 解 旋 酶 可 解 开 这 一 短 螺 旋 ， 从 较 大 的 互补 链 中 释放 标记 的 41nt 
DNA。 通 过 电泳 可 区 别 短 DNA 与 其 互补 链 。(b) 解 旋 酶 分 析 结果 。 泳 道 ]， 热 变性 底 物 ， 泳 道 2， 未 加 蛋 
É; Ki 3, 20ng HRA ATP 的 RAD25; 泳 道 4，lOng 的 加 有 ATP 的 RAD25; 泳 道 5，20ng 加 有 ATP 
的 RAD25, (Source: (b) Gudzer, S.N., P. Sung, V. Bailly, L. Prakash, and S. Prakash，RAD25 is a 
DNA helicase required for DNA repair and RNA polymerase II transcription. Nature 369 (16 June 1994) 
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Æ 11.24 TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 基因 产物 
(RAD25) 是 酵母 转录 所 必需 的 。Prakash 及 同事 
分 别 在 (a) 许可 和 (Cb) 非 许可 温度 下 检测 野生 
型 (RAD25) 和 温度 敏感 突变 型 〈rad25-rtsx ) 细 
胞 提取 物 对 少 G 盒 模板 的 转录 。 转 录 在 有 ATP. 
CTP 和 UTP (无 GTP) 且 其 中 一 种 核 苷 酸 被 2P 
标记 情况 下 进行 0 一 10min。 电 泳 标记 产物 ， 放 射 
自 显影 检测 条 带 。 提 取 物 〈RADB5 或 rad25-tsa 细 
胞 ) 的 来 源 ， 及 温 育 时 间 在 项 部 标 出 。 左 边 的 箭 
头 指示 两 种 少 G 盒 转录 产物 的 位 置 。 可 以 看 到 当 
TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 “RAD25〉 为 温度 敏感 型 
时 , 转录 即 呈 温度 敏感 型 。 (Source: Gudzer, 
SN,, P.Sung, V.Bailly, LPrakash, and S 
Prakash, RAD25 is a DNA helicase required for 
DNA repair and RNA polymerase Il transcrip- 
tion. Nature 369 (16 June 1994) p.580, f.3 b 
c Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


转录 的 哪 一 步 需 要 DNA 解 旋 酶 活性 呢 ? 一 连 
串 实 验 结果 引导 研究 者 从 以 下 思路 来 探讨 答案 。 不 
像 1 类 和 II 类 基因 ， 世 类 基因 的 转录 需要 ATP (或 
dATP) 的 水 解 。 当 然 ， 所 有 4 种 核 苷 酸 包 括 ATP 
的 eB 磷酸 酯 键 ， 在 所 有 转录 过 程 中 均 被 水 解 ， 但 
开 类 转录 需 水 解 ATP 的 By BEARER GE. fo] 
步 需要 水 解 ATP? 很 自然 地 联想 到 TFIIH， 因 为 它 
APU PARI TE (CTD 激酶 和 DNA 解 旋 酶 ) 都 需要 
ATP 水 解 。 答 案 是 TFIIH 的 解 旋 酶 活性 需要 ATP, 
有 力 的 证 据 是 在 CTD 磷酸 化 过 程 中 ，GTP 可 以 替 
代 ATP， 而 在 转录 过 程 中 GTP 则 不 能 满足 ATP 水 
解 的 要 求 。 因 此 ， 除 CTD 的 磷酸 化 外 ， 转 录 的 某 个 
过 程 还 需要 ATP 的 水 解 ， 而 最 可 能 的 选择 就 是 
DNA 解 旋 酶 。 

现在 再 回 到 主题 ， 转 录 的 哪 一 步 需 要 DNA 解 
旋 酶 活性 ? 最 可 能 的 答案 就 是 启动 子 清除 。 在 第 6 
章 定义 转录 起 始 时 包括 了 启动 子 清除 ， 但 启动 子 清 
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除 也 可 看 做 一 个 独立 事件 ， 它 是 转录 起 始 和 延伸 的 
分 界线 。James Goodrich 和 Tjian 提出 了 这 样 的 问 
题 : TFHE 和 TFIIH 是 起 始 所 必需 还 是 启动 子 清除 
所 必需 ? 为 了 回答 这 个 问题 ， 他 们 设计 了 一 个 实验 
可 测定 中 断 转录 物 (SRD. TER HH HR 
表明 ， 有 功能 的 转录 起 始 复合 体 已 经 形成 ， 包 括 
DNA 局 部 解 链 和 第 一 个 磷酸 二 酯 键 的 形成 。 他 们 发 
现 TFIIE 和 TFIIH 并 不 是 中 断 转 录 物 所 必需 的 ， 而 
TBP, TFIIB, TFIIF 和 RNA RAR II 却 是 必需 
的 。 因 此 ，TEFIIE 和 TFIIH 不 是 转录 起 始 所 必需 
的 ， 至 少 在 启动 子 清除 之 前 不 需要 ， 但 是 启动 子 
DNA 完全 解 链 时 需要 TFIIH。 如 果 人 TFHH 的 最 
大 亚 基 突变 ， 就 丧失 了 其 中 的 DNA 解 旋 酶 功能 ， 
启动 子 DNA 就 不 能 完全 打开 ， 这 又 阻止 了 启动 子 
清除 ， 后 面 将 会 予以 解释 。 

这 些 发 现 表明 了 TFIIE 和 TFIIH 对 启动 子 清除 
或 RNA 延伸 单独 或 同时 都 需要 的 可 能 性 。 为 了 区 分 
这 些 可 能 性 ，Goodrich 和 Tjian 研究 了 TFIIE 和 TFI- 
IH 对 延伸 过 程 的 影响 。 通 过 剔除 在 第 17 位 但 不 是 之 
前 的 核 苷 酸 ， 在 超 螺旋 模板 上 起 始 〈 没 有 TFIE 和 
TFIIH) 了 转录 并 进行 到 第 16 (AE OR COR BE 
模板 是 因为 在 这 种 模板 上 体外 转录 不 需要 TFIIE 和 
TFIIH， 也 不 需要 AIP)。 然 后 用 限制 酶 酶 切 使 模板 
线性 化 ， 青 加 入 ATP， 在 有 或 无 TFIIE 和 TFIIH 情 
况 下 继续 转录 。 结 果 发 现 TFIIE 和 TFIIH 的 有 无 对 
延伸 无 影响 。 由 于 TFIIE 和 TFIUH 对 起 始 和 延伸 都 
无 影响 ，Goodrich 和 Tjian 认为 TFIIE 和 TFIIH 在 启 
动 子 清除 这 一 步 是 必需 的 。 图 11, 25 总 结 了 以 上 情 
况 ， 下 一 个 段落 将 予以 讨论 更 新 近 的 数据 。 

Tjian 等 推测 TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 活性 直接 作 
用 于 起 始 子 位 点 的 DNA 并 使 其 解 链 。 但 TacKyung 
Kim 等 在 2000 年 进行 的 交 联 实验 表明 ，TFIIH ( 具 
体 为 含有 启动 子 解 链 活性 的 DNA 解 旋 酶 亚 基 ) 与 
十 3 至 十 25 之 间或 更 下 游 位 点 的 DNA 产生 交 联 ， 
TFIIH 作用 位 点 位 于 第 一 个 转录 泡 (一 9 至 十 2 位 ) 
的 下 游 。 另 外，TFIIE 与 转录 泡 区 域 发 生 交 联 . 
TFIIB, TFIID 和 TFIIF 与 转录 泡 的 上 游 区 域 交 联 ， 
而 RNA 聚合 酶 的 交 联 区 则 包含 了 所 有 其 他 转录 因 
子 的 全 部 区 域 。 这 一 发 现 揭示 ，TFIIH 中 的 DNA 
解 旋 酶 并 不 与 第 一 个 转录 泡 接触 ， 因 此 不 可 能 通过 
对 DNA 的 直接 解 旋 来 产生 转录 泡 。 加 入 ATP 对 转 
录 泡 上 游 区 的 作用 没有 影响 ， 但 确实 能 够 干扰 转录 
泡 内 及 其 下 游 的 作用 。 

从 以 前 的 研究 知道 ，TFIIH 解 旋 酶 负责 形成 转 
录 泡 ,但 此 处 的 交 联 实验 则 表明 它 不 直接 使 转录 泡 
的 DNA 解 旋 。 那么 它 如 何 产生 转录 泡 呢 ? Kim 及 同 
事 认为 解 旋 酶 可 以 像 分 子 “ 扳 手 ”那样 使 下 游 DNA 


最 小 起 始 复合 物 
活性 转录 复合 

图 11.25 通用 转录 因子 参与 转录 起 始 、 启 动 子 清除 、 延 伸 过 程 的 模型 。(a) TBP (或 TFIID) 45 TFIIB, 
TFIIF 和 RNA 聚合 酶 [共同 在 起 始 子 处 形成 最 小 起 始 复合 物 。 添 加 TFIIH、TFIIE、 ATP 使 DNA 在 起 
始 区 解 链 ，RNA 聚合 酶 最 大 亚 基 的 CTD 产生 部 分 磷酸 化 。 这 些 过 程 导致 中 断 转录 物 的 产生 洋红 色 )， 
聚合 酶 随后 在 十 10 一 十 12 位 置 停止 转录 。(b) 随 着 ATP 提供 能 最 ，TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 引起 DNA 进 
一 步 解 旋 ， 转 录 泡 增 大 。 这 -过程 释 放 聚 合 酶 并 使 其 跨 过 启动 子 区 。(c) 随 着 聚合 酶 CTD 在 TEFb 作用 
下 进一步 磷酸 化 及 NTP 的 不 断 添加 ， 延 伸 复合 物 继续 使 RNA 链 延 长 ，TBP 和 TFIIB 仍然 留 在 启动 子 
E. 在 延伸 中 不 需要 TRUE 和 TFIIH， 它 们 从 延伸 复合 物 上 解 离 下 来 。( Source， Adapted from Goodrich, 
J. A. and T. Tjian, 1994. Transcription factors IIE and IIH and ATP hydrolysis direct promoter clearance by 


RNA polymerase II. Cell 77; 145-156. ) 


解 旋 。 因 为 TFIID 和 TFIIB (或 其 他 蛋白 质 ) 紧 紧 
地 结合 在 转录 泡 上 游 的 DNA 上 ， 而 且 加 入 ATP 后 
仍 不 放松 ， 转 录 泡 下 游 DNA 的 解 旋 将 在 上 下 游 之 
间 产 生 一 种 张力 ， 从 而 打开 转录 泡 的 DNA, (RR 
合 酶 起 始 转录 并 向 下 游 移动 10 一 12bp。 但 以 前 的 研 
究 表明 ， 聚 合 酶 将 在 此 处 停顿 ， 等 待 TFIIH 的 进 一 
步 帮助 ,使 下 游 DNA 进一步 扭曲 以 加 长 转录 泡 ， 
最 终 释放 停止 的 聚合 酶 从 而 使 启动 子 得 以 清除 。 

图 11. 25 是 示意 图 ， 以 便 理解 TFIIH 在 CTD 
磷酸 化 和 DNA 解 旋 过 程 中 的 作用 。 真 正 的 前 起 始 
复合 物 结构 要 复杂 得 多 。Kornberg 及 同事 根据 以 前 
对 TFE AN II[、TFIIF- 聚 合 酶 II 以 及 TFIIE- 
TFIIH 复合 物 的 结构 研究 ,模拟 了 所 有 通用 转录 因 
F (TFIA 除外 ) 在 前 起 始 复合 物 中 的 位 置 (图 
11. 26)。TFIIF 第 二 大 亚 基 (Tig2) 与 细菌 o 因子 
同 源 ， 而 且 在 启动 子 上 与 o 因子 几乎 处 于 一 致 的 位 
置 。 图 中 Tfg2 上 与 大 肠 杆 菌 o 因子 的 2、3 区 同 源 
的 两 个 域 已 标记 为 “2” 和 “3”。TFIIE 位 于 聚合 酶 
活性 中 心 下 游 25bp 处 ， 以 履行 召集 TFIIH 的 职责 。 
而 TFIIH 则 通过 直接 或 间接 诱导 反 向 超 螺旋 行使 其 
作为 分 子 扳手 的 DNA 解 旋 酶 功能 ， 以 打开 启动 子 
区 的 DNA 链 。 

小 结 TRIE 和 TFIIH 对 形成 开放 启动 子 复 
合 物 或 延伸 并 非 必需 ， 但 在 启动 子 清除 中 起 作 
H. TFIIH 的 解 旋 酶 活性 是 转录 必需 的 ， 推 测 是 


由 于 此 活性 使 启动 子 区 的 DNA 完全 解 链 从 而 促 
进 启动 子 清除 。 


中 介 物 复合 物 和 RNA 聚合 酶 II 


全 酶 

另 一 类 被 称 为 中 介 物 (mediator) 的 蛋白 质 集 
合 也 可 以 认为 是 通用 转录 因子 ， 因 为 它 是 大 多 数 1 
类 前 起 始 复合 物 的 组 成 部 分 。 不 像 其 他 的 通用 转录 
因子 ， 中 介 物 本 身 并 不 参与 转录 起 始 ， 在 第 12 章 将 
看 到 ， 它 在 被 激活 的 转录 过 程 中 起 作用 。 在 酵母 中 
首先 发 现 了 含有 20 条 多 肽 的 中 介 物 ， 随 后 在 人 类 也 
发 现 了 超过 20 条 多 肽 的 中 介 物 大 复合 物 ， 其 中 只 有 
少 部 分 多 肽 与 酵母 中 介 物 具有 明显 同 源 性 。 

到 目前 为 止 我 们 讨论 也 类 启动 子 上 前 起 始 复合 物 
的 装配 都 是 按 一 次 一 个 蛋白 质 进行 的 ， 这 种 情况 可 能 
确实 发 生 了 。 但 是 有 证 据 表 明 也 类 转录 前 起 始 复合 物 
可 以 通过 将 预先 形成 的 RNA RAA U £M CRNA pol- 
ymerase II holoenzyme) 结合 到 启动 子 上 而 装配 。 全 酶 
包括 RNA 聚合 酶 、 一 套 通用 转录 因子 和 中 介 看 白质 。 

1994 年 ，Roger Kornberg 和 Richard Young 的 
实验 室 的 研究 提供 了 有 关 全 酶 概念 的 证 据 。 两 个 小 
组 分 别 从 酵母 细胞 中 分 离 到 一 种 复合 蛋白 ， 含 有 
RNA RAM I 和 其 他 多 种 蛋白 质 。Kornberg 及 同 
事 用 抗 全 酶 某 个 组 分 的 抗体 直接 对 整个 复合 物 进行 
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图 11.26 II 类 前 起 始 复 合 物 模型 。Kornberg 及 同事 将 以 前 关于 启动 子 DNA、TFIIF、TFIE 和 TFIIH 位 
置 的 信息 加 入 到 他 们 的 TFIIB- 聚 合 酶 I 复合 物 晶体 结构 中 ， 产 生 了 该 组 合 模 型 。(a) 复合 物 单个 组 分 的 局 
部 分 解 图 。 红色 (4/7) 表示 Rpb4 和 Rpb7，pol (灰色 ) 表示 RNA 聚合 酶 的 其 余部 分 ，B 和 Be 分 别 表 
示 TEIB 的 N 端 和 C 端 域 。 启 动 子 DNA 由 红 白 蓝 模 型 表示 ， 由 于 TBP 的 结合 导致 了 DNA 的 一 个 大 角度 
Aa. Cb) 完整 结构 。 注 意 此 时 转录 泡 还 未 形成 ， 转 录 的 方向 从 右 至 左 。 (Source: (ab) Reprinted with 
permission from Science. Vol.303, David A, Bushnell, Kenneth D. Westover, Ralph E. Davis, Roger 


D. Kornberg, 
stroms” Fig. 6, p.986, Copyright 2004, AAAS. ) 


免疫 共 沉 淀 ， 获 得 RNA 聚合 酶 I 的 亚 基 、TFIIF 
的 亚 基 和 其 他 17 种 多 肽 。 通 过 加 入 TBP, TFIIB, 
TRUE 和 TFIIH， 就 可 以 完全 恢复 这 个 全 酶 的 转录 
活性 。 在 这 里 并 不 需要 TFIIF， 因 为 它 已 经 是 全 酶 
的 一 部 分 了 。 

Anthony Koleske 和 Young 用 一 系列 纯化 步骤 
从 酵母 中 分 离 出 含有 RNA 聚合 酶 I、TFIIB、 
TFIIF 和 TFIIH 的 全 酶 。 只 需要 TFIIE 和 TBP 就 能 
在 体外 进行 精确 转录 ， 因 此 该 全 酶 比 Kornberg 等 分 
离 的 全 酶 含有 更 多 通用 转录 因子 。Koleske 和 Young 
在 全 酶 中 也 鉴定 出 一 些 中 介 物 多 肽 并 称 其 为 SRB 蛋 
白 (SRB2、SRB4、SRB5 和 SRB6)。SRB 蛋白 是 由 
Young 及 同事 在 进行 遗传 筛选 中 发 现 的 ， 其 由 来 是 
这 样 ， 当 删除 聚合 酶 I 上 CTD 的 一 部 分 后 ， 导 致 
GALA 蛋白 (将 在 第 12 章 详细 研究 的 一 个 转录 激活 
因子 ) 对 转录 的 无 效 激活 。 接 着 他 们 开始 筛选 能 够 
抑制 GAL4 无 效 刺 激 的 突变 体 ， 鉴 定 出 几 种 抑制 子 
突变 型 基因 ， 命 名 为 SRB (suppressor of RNA pol- 
ymerase B)， 在 第 12 章 将 讨论 该 抑制 的 可 能 机 制 。 
事实 已 足以 证 明 SRB 蛋白 对 体内 最 佳 转录 激活 是 必 
需 的 ， 至 少 在 酵母 中 是 这 样 ， 而 且 这 些 蛋 白质 也 是 
酵母 育 合 酶 工 全 了 酶 中 的 中 介 物 复合 物 的 一 部 分 。 哺 
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屯 动物 包括 人 的 全 酶 已 经 分 离 出 来 。 

小 结 ”酵母 和 哺乳 动物 细胞 具有 RNA 聚合 
酶 工人 全 酶 ， 它 除了 具有 珍 合 酶 的 亚 基 外 还 包括 许 
BERK. 额外 的 多 肽 包括 一 系列 通用 转录 因子 
(TBP 除外 ) 和 中 介 物 。 


延伸 因子 TFIIS 


真 核 生物 转录 调控 主要 发 生 在 转录 起 始 步骤 ， 
但 至 少 在 了 类 基因 也 对 延伸 过 程 实施 一 些 调控 。 
1987 年 ，Reinberg 和 Roeder 发 现 了 一 个 HeLa 细胞 
因子 ， 并 命名 为 TFIIS。TFIIS 能 显著 促进 体外 转录 
的 延伸 。 该 因子 和 TS 同 源 ，IIS 最 初 是 由 Natori 及 
同事 在 埃 利 希 腹水 〈Ehrlich ascites) 肿瘤 细胞 中 发 
现 的 。 

TFIIS 促进 延伸 ”Reinberg 和 Roeder 在 前 起 始 
复合 物 上 对 TFIIS 进行 了 检测 ， 证 明 它 作用 于 延伸 
而 不 是 起 始 过 程 (图 11.27)。 他 们 把 聚合 酶 1[、 
DNA 模板 和 核 苷 酸 一 起 温 育 进行 转录 的 起 始 ， 然 后 
加 入 肝素 结合 自由 的 聚合 酶 ， 以 阻 断 新 的 起 始 ， 最 
后 加 入 TFIIS 或 缓冲 液 来 测定 标记 GMP 48A RNA 
的 速率 。 图 11. 27 显示 TFIIS 显著 增强 了 RNA 合 


R. HAR GR 6min 时 TFIIS 使 GMP BAM 
提高 FR, 10min 时 达 2.6 倍 。 很 明显 ， 延 伸 速 率 
的 增加 更 迅速 ， 至 少 增加 了 10 倍 。 
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图 11.27 TRUS 对 转录 延伸 的 影响 。Reinberg 
和 Roeder 构成 的 延伸 复合 物 概括 于 图 下 的 时 间 
轴 上 。 在 一 3min Bt, 加 入 DNA 和 RNA 聚合 
W, 在 0 时 加 入 4 种 NTP 以 起 始 反应 ， 其 中 
GTP HYP HRC. 在 十 lmin 时 ， 加 入 肝素 结合 
游离 的 RNA 聚合 酶 ， 由 此 开始 所 有 转录 复合 物 
应 该 是 延伸 复合 物 了 。 最后， 在 2. 5min 时 ， 加 
入 TRIS (红色 ) 或 作为 阴性 对 照 的 缓冲 液 〈 蓝 
色 )。 在 标记 GMP 挫 人 的 不 同时 间 对 反应 混合 物 
取样 ， 测 定 挫 人 RNA 的 GMP 量 。 垂直 虚线 显示 
由 TRIS 刺激 后 总 RNA 合成 增加 的 倍数 。 
(Source; Adapted from D. Reinberg and R. G. 
Roeder, Factors involved in specific transcription by 
mammalian RNA polymerase IL Transcription factor 
IIS stimulates elongation of RNA chains. Journal of 
Biological Chemistry 262; 3333, 1987.) 


在 以 上 实验 中 TFIIS 也 存在 刺激 转录 起 始 的 可 
能 性 。 为 了 研究 这 一 点 ，Reinberg 和 Roeder 重复 了 
上 述 实验 , 但 在 加 入 肝素 之 前 ， 即 零 时 开始 温 育 时 
就 加 入 TFIIS， 如 果 TFIIS 真能 像 促 进 延伸 一 样 对 
起 始 产生 影响 ， 那 么 此 实验 会 产生 比 前 次 更 强 的 增 
强 作用 。 但 图 11. 27 表明 : TFIIS 在 这 两 个 实验 中 
产生 的 作用 几乎 一 样 。 因 此 ，TFIIS 只 对 延伸 产生 
促进 作用 。 

那么 TFITIS 怎样 增强 转录 的 延伸 呢 ? Reinberg 
和 Roeder 设计 了 一 个 实验 ， 明 确 显 示 TFIIS 通过 解 
除 聚 合 酶 的 暂停 而 行使 功能 。RNA 聚合 酶 的 一 个 普 
遗 特征 是 它 并 不 以 均一 的 速度 转录 ， 而 是 会 产生 暂 
停 现象 ， 有 时 在 重新 开始 转录 前 要 经 历 很 长 时 间 的 
暂停 。 这 些 暂停 倾向 于 在 特定 暂停 位 点 (pause site) 
发 生 ， 因 为 这 些 位 点 的 DNA 序列 使 RNA-DNA 杂 
交 体 变 得 不 稳定 ， 并 导致 聚合 酶 后 退 ， 使 新 合成 


RNA 的 3 端 被 排 人 聚合 酶 的 一 个 孔 中 ， 如 第 10 章 
介绍 的 。 如 果 后 退 仅 限 于 几 个 核 苷 酸 ， 则 聚合 酶 可 
自行 恢复 转录 。 但 如 果 后 撤 距 离 过 长 ， 聚 合 酶 就 需 
要 TFIIS 因子 来 帮助 其 恢复 转录 。 后 者 是 一 种 被 称 
HES RASH (transcription arrest) 的 更 严重 状态 ， 
而 不 是 转录 暂停 (transcription pause). 

体外 转录 中 的 暂停 (或 停滞 ) 可 以 通过 对 转录 
物 电泳 进行 检测 ， 可 发 现 比 全 长 转录 物 短 的 一 系列 
HEt. Reinberg 和 Roeder 发 现 TFIIS 能 减少 短 转录 
片段 的 量 ， 表 明 它 能 最 大 限度 地 减少 转录 的 停 沼 。 
其 他 研究 人 员 也 证 明了 这 一 结论 。 

Daguang Wang 和 Diane Hawley 在 1993 年 证 明 
了 RNA RAW I RA AEH RNase 活性 ， 且 能 
被 TFIIS 激活 ， 这 一 发 现 及 后 续 研 究 使 研究 人 员 提 
出 了 TFIIS 如 何 重 起 转录 停滞 的 假说 〈 图 11. 28) 。 
停滞 的 RNA 聚合 酶 后 撤 太 远 致使 新 合成 的 RNA 
3 端 离开 酶 的 活性 中 心 ， 并 通过 孔 和 漏斗 排出 。 在 
没有 3 端 核 苷 酸 加 入 的 情况 下 ， 聚 合 酶 停止 工作 。 
而 TFIIS 此 时 激活 了 RNA RARE TI hy RNase 活性 ， 
切 去 新 生 RNA 被 排出 的 部 分 ， 在 酶 的 活性 中 心 产 
生 了 一 个 新 的 3 端 。 


5 | amam 


"Q 


|r RNase, 由 TFIIS 刺 激 


图 11.28 THUS 对 转录 停 灌 的 逆转 模型 。(a) 从 左 
到 右 转录 DNA 的 RNA 聚合 酶 了 刚刚 停 下 来 。(b) 
聚合 酶 向 左 后 撤 ， 露 出 新 生 RNA 的 3 端 ， 使 之 不 
在 酶 的 活性 位 点 。 由 此 引起 转录 停滞 ，RNA 聚合 
酶 自己 不 能 恢复 。(c) 聚合 酶 潜在 的 核酸 酶 活性 被 
TFIIS 激 活 ， 切 除了 新 生 RNA 的 3 端 。 (d) 游离 
的 RNA 3' 端 回 到 活性 中 心 ， 秦 合 酶 僻 复 转录 。 
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‘TRIS 如 何 将 一 个 通常 是 合成 RNA 的 酶 转变 
为 裂解 RNA 的 酶 呢 ? Patrick Cramer 及 同事 获得 
的 RNA 聚合 酶 IITFIIS 复合 物 的 X 射线 晶体 结 
构 有 助 于 解答 这 一 问题 。 图 11. 29 显示 基于 此 复 
合 物 晶 体 结构 的 剖面 图 。TFIIS 由 3 个 域 组 成 ， 
其 中 之 一 旺 锌 带 特征 ， 此 锌 带 结 构 与 被 挤 出 的 
RNA 同时 位 于 聚合 酶 [的 孔 和 漏斗 中 。 在 锌 带 
的 尖 上 有 两 个 酸性 氨基 酸 残 基 与 聚合 酶 活性 中 心 
的 金属 A 非常 靠近 ， 有 利于 氨基 酸 的 酸性 侧 链 歼 
合 第 二 个 镁 离子 ， 该 离子 与 第 一 个 镁 离子 共同 参 
与 核酸 酶 活性 。 


t 
2” A 后 所 的 RNA 


图 11.29 被 阻 潇 的 酵母 RNA 聚合 酶 ILTFIIS 复 
ARO HR. RAM IIR. HH AMY RNA 
3' 端 (红色 ) 排出 酶 的 活性 中 心 进入 孔道 中 。 
1 (橙色 ) 的 锌 带 结构 也 位 于 此 和 孔道 中 ， 且 其 
顶部 含有 两 个 酸性 残 基 〈 绿 色 )， 靠 近 聚 合 酶 活性 
中 心 的 金属 A《〈 紫 红色 )， 有 利于 两 个 酸性 氨基 酸 
整合 第 二 个 金属 离子 ， 该 离子 与 第 一 个 离子 一 起 
配合 参与 核酸 酶 活性 ， 切 割 被 挤 出 的 RNA 3 端 。 
(Source: Reprinted from Cell, Vol.114, Con- 
away et al. , “TFIIS and GreB: Two Like-Minded 
Transcription Elongation Factors with Sticky Fin- 
gers.” fig.1, p.272-274. Copyright 2003, with 
permission from Elsevier. Image courtesy of Joan 
Weliky Conaway and Patrick Cramer. ) 


这 样 看 来 TFTS 不 是 通过 结合 在 聚合 酶 表面 以 
改变 其 内 部 构 型 而 改变 RNA 聚合 酶 的 活性 ， 而 是 
直接 进入 酶 的 活性 中 心 并 积极 参与 其 催化 作用 。 这 
一 推测 得 到 了 有 力 的 支持 : 因为 发 现 了 大 肠 杆 菌 蛋 
白 GreB， 它 在 重新 启动 转录 停滞 中 具有 与 TFIIS 相 
同 的 作用 。 这 两 种 蛋白 质 没 有 同 源 性 ， 因 此 不 太 可 
能 起 源 于 共同 的 祖先 。 然 而 ，GreB 有 一 个 卷曲 螺 
旋 域 延 伸 至 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 的 排出 RNA 的 
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出 口 通道 ， 这 与 TFIIS 中 锌 带 具 有 相同 的 结构 和 作 
用 方式 。 而且 在 GreB 卷曲 螺旋 顶部 与 聚合 酶 活性 
中 心 金属 离子 相 邻 处 ， 有 两 个 酸性 氨基 酸 残 基 可 能 
与 TFTIS 中 对 应 部 分 在 核酸 酶 催化 过 程 中 具有 相同 
的 功能 。 这 一 明显 的 功能 趋同 进化 convegent evo- 
lution) 结果 ， 为 所 推测 的 TFTIS 功能 的 有 效 性 提供 
了 证 据 。 

有 趣 的 是 ， 有 报道 认为 一 种 起 始 因 子 (TFIIF) 
在 延伸 中 也 起 作用 。 它 不 像 TFIIS 那样 解除 聚合 酶 
在 特定 位 点 的 停滞 ， 而 是 限制 聚合 酶 在 DNA 任意 
位 点 的 瞬时 停顿 。 


小 结 转录 可 在 延伸 水 平 调控 ,TFIIS 因子 
通过 限制 聚合 酶 在 不 连续 位 点 的 转录 停 灌 而 刺激 
延伸 。TFIIF 通过 插入 RNA 聚合 酶 的 活性 中 心 ， 
激发 其 核酸 酶 活性 切割 排出 的 引起 停 洁 的 新 生 
RNA 的 3' 端 而 发 挥 其 功能 。TFIIF 显然 是 通过 限 
制 瞬时 停顿 而 刺激 延伸 。 


‘TRUS 促进 转录 物 的 校正 TFIIS 不 仅 解除 暂 
停 ， 而 且 具 有 校正 转录 物 的 功能 ， 其 机 制 可 能 是 激 
活 RNA 聚合 酶 内 在 的 RNase 活性 ， 清 除 错 配 的 核 
TPR. ALBIN 11. 30a 所 示 的 步 又，Diane Hawley 及 
同事 测定 了 TFIIS 的 校正 功能 。 首先 ， 他 们 分 离 了 
在 邻近 启动 子 多 个 位 点 发 生 暂 停 的 未 标记 延伸 复合 
体 。 接着， 在 放射 性 UTP 存在 条 件 下 使 复合 物 步 移 
至 规定 位 置 ( 第 6 章 )， 并 使 复合 物 中 的 RNA 被 标 
记 。 然后 加 入 ATP 或 GTP 使 RNA 延伸 一 个 碱 基 
至 十 43 位 点 。 在 该 位 置 需要 挫 人 的 碱 基 是 A， 但 如 
果 只 有 G， 聚 合 酶 也 会 低 效 地 将 其 挫 人 。 实 际 上 他 
们 发 现 极 纯 的 GTP 里 仍 含有 少量 ATP， 因 此 即使 
加 入 的 只 是 GTP， 仍 不 影响 GMP 和 AMP 以 相等 的 
MBA + 13 位 。 接 下 来 分 两 组 : 一 组 用 T 
RNase (在 GG 之 后 切割 ) 切割 RNA 产物 ; 另 一 组 用 
4 种 核 苷 酸 驱赶 获得 全 长 标记 的 RNA， 再 用 Tl 
RNase 切割 产物 。 最 后 电泳 酶 切 产物 ， 放 射 自 显影 
观察 被 标记 的 产物 。 

因为 电泳 可 明确 区 分 以 A 和 G 结尾 的 末端 7 碱 
基 序列 ， 因 此 他 们 只 需 用 TI RNase 切割 转录 物 就 
能 测定 GMP 和 AMP IBA +43 位 的 相对 量 。 在 图 
11. 30b 中 ， 泳 道 1 显示 无 追踪 的 结果 ，G 结尾 的 末 
WERK GHIA G 的 结果 ) 的 量 大 致 等 于 以 A 
结尾 末端 七 聚 体 和 AC 结尾 未 端 八 聚 体 之 和 的 量 
(正确 摊 人 A 或 C， 因 GTP 底 物 中 有 其 他 核 背 酸 污 
染 )。 泳 道 2 和 3 分别 显示 在 TFIIS 有 或 无 条 件 下 追 
踪 的 结果 。 用 T1 RNase 切割 追踪 的 全 长 转录 物 ， 
产生 以 Gp 结尾 的 末端 七 聚 体 (来自 有 错误 摊 信 G 
的 全 长 转录 物 ), 或 以 Gp 结尾 末端 的 十 聚 体 (来 


图 11.30 TFIIS 通过 RNA RAM RHR. 
(a) 实验 流程 图 。Howley 及 同事 从 短 的 延伸 复 
合体 开始 , 在 eq*P UTP 存在 条 件 下 通过 步 移 
聚合 酶 使 短 的 转录 物 在 3 端 标记 ， 随 后 加 入 
GTP 迫使 G 错误 挫 入 需要 A 的 十 43 位 。 然 后 
用 Tl RNase 消化 标记 的 转录 物 以 测定 错误 挫 人 
GHE EW), RIMA 4 种 核 背 酸 驱赶 转录 物 
获得 全 长 。 再 用 T1 RNase 切割 转录 物 以 测定 对 
十 43 位 G 的 校正 情况 。 b) 实验 结果 。 将 (a) 
中 的 酶 切 产物 进行 电泳 并 放射 自 显影 。 泳 道 1， 
未 追踪 的 转录 物 。 左 边 箭头 分 别 指示 错误 挫 人 
GAY 7 RAK (UCCUUCGou)、 正 确 结合 A (或 
A 和 C) 的 7 聚 体 (UCCUUCA) 和 8 碱 基 序列 
(CUCCUUCAC)。 泳 道 2 和 3 显示 TFTIS 无 Ck 
道 2) 或 有 ( 泳 道 3) 时 驱赶 转录 的 酶 切 产物 。 
左边 箭头 分 别 指示 错误 挫 人 G 的 7 Rk CUCC- 
UUCGp)、 在 十 43 位 正确 结合 A 和 通过 校正 将 
G 换 为 A 的 10 Wik (UCCUUCACAGp)。TFI- 
IS 使 所 有 可 检测 到 的 错误 掺 入 G 都 能 被 去 除 。 
(Source: (b) Thomas, M.J., A. A. Platas, 
and D. K. Hawley, Transcriptional fidelity and 
proofreading by RNA Polymerase IL Cell 93 
(1998) f.4, p.631. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


自 将 G 校正 为 A 的 全 长 转录 物 )。 在 无 TFIIS 条 件 
下 进行 追踪 时 ，RNA 产物 中 有 大 量 错 误 掺 入 的 G 
《 泳 道 2 中 与 指示 七 聚 体 UCCUUCG p 的 箭头 相对 的 
条 带 )。 但 大 多 数 产物 都 是 十 聚 体 〈 稍 头 指 示 的 UC- 
CUUCACAGp)， 表 明 即 使 无 TFIIS 聚合 酶 也 能 进 
行 部 分 校正 。 当 加 入 TFUS 进行 追踪 时 ， 七 聚 体 消 
失 ， 所 有 标记 产物 均 为 十 聚 体 。 因 此 ，TFIIS 能 促 
进 转录 物 的 校正 。 
当前 的 校正 模型 是 ， 聚 合 酶 不 仅 在 挫 人 错误 核 
埋 酸 时 做 出 暂停 的 响应 ， 而 且 后 退 并 排出 新 合成 的 
RNA 3' 端 从 而 引起 转录 停滞 。 随 后 由 TFIIS BOS AE 
合 酶 潜在 的 RNase 活性 ， 切 除 被 排出 的 RNA 末端 
及 错 配 的 核 苷 酸 ， 使 珍 合 酶 恢复 转录 。 
小 结 TRUS 促进 校正 ” 即 错 配 核 苷 酸 的 改 
正 。 可 能 是 通过 激活 RNA 聚合 酶 中 的 RNase 活 
人 性， 切除 错 配 的 核 苷 酸 并 代 以 正确 的 核 香 酸 。 
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11.2 工 类 转录 因子 


在 rRNA 启动 子 上 的 前 起 始 复合 物 比 前 面 讨论 的 
聚合 酶 了 的 要 简单 得 多 。 此 复合 物 中 除 聚 合 酶 1 之 
外 ， 只 包含 两 个 转录 因子 : 一 个 为 核心 结合 因子 
(core-binding factor)， 在 人 类 称 为 SL1， 在 一 些 其 他 
生物 称 为 TIF-IB; 另 一 个 是 UPE 结合 因子 ， 在 哺乳 
动物 称 为 上 游 结合 因子 Cupstreanrbinding factor, 
UBF) ,在 酵母 称 为 上 游 激活 因子 (upstream activa- 
ting factor, UAF). SLI (或 TIF-IB) 和 RNA RAM 
I 是 基本 转录 激活 所 必需 的 。 实 际 上 ， 核 心 结合 因子 
对 聚合 酶 1 结合 启动 子 是 必需 且 充 分 的 。UBF (或 
UAF) 是 结合 UPE 的 装配 因子 (assembly factor), 
通过 使 DNA 剧烈 弯曲 帮助 SLI 结合 到 核心 启动 子 
上 ,所 以 也 叫做 结构 转录 因子 (architectural tran- 
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scription factor) (第 12 36). AREAN ER I 
类 基因 时 绝对 依赖 UBF， 而 其 他 生物 CUTE EAE, 
KR DRO 在 没有 组 装 因子 时 也 可 进行 部 分 转录 。 
还 有 一 些 物种 ,如 卡 氏 环 阿 米 巴 变形 虫 Acan- 
thamoeba castellanii) 几乎 不 依赖 于 组 装 因子 。 
核心 结合 因子 

1985 年 ，Tjian 及 同事 在 将 HeLa 细胞 提取 物 分 
成 两 种 功能 成 分 的 过 程 中 发 现 了 SLI 因子 : 一 种 成 
分 有 RNA 聚合 酶 1 活性 ， 但 是 不 能 在 体外 对 人 rRNA 
基因 精确 地 起 始 转录 ; 另外 一 种 成 分 自身 没有 聚合 酶 
活性 ， 但 可 以 指导 前 一 组 分 在 人 rRNA 模板 上 精确 地 
起 始 转录 。 而 且 ， 转 录 因 子 SLI 表现 出 物种 特异 性 ， 
即 它 可 以 区 别人 和 小 鼠 的 rRNA 启动 子 。 

以 上 实验 使 用 的 都 是 不 纯 的 聚合 酶 1 和 SL1 因 
子 。 利 用 高 纯度 成 分 进行 的 深入 研究 显示 ， 人 类 SLI 
内 子 不 能 独立 激活 人 聚合 酶 [结合 1 类 启动 子 并 起 始 
转录 。 随 后 发 现 它 需要 UBF 帮助 .与 此 不 同 的 是 ， 
阿 米 巴 变形 虫 的 I 类 基因 在 无 UBF 时 也 可 以 转录 。 

申 于 无 UBF 时 用 核心 结合 因子 SL1 进行 的 人 I 
类 基因 的 转录 效果 很 差 ， 因 此 不 宜 用 人 类 系统 研究 
核心 结合 因子 募集 聚合 酶 1 结合 启动 子 的 功能 。 而 
卡 氏 棘 阿 米 巴 变 形 虫 是 较 好 的 选择 ， 它 对 UPE -结合 
蛋白 几乎 没有 依赖 性 ， 可 以 单独 研究 核心 结合 因子 。 
Marvin Paule 和 Robert White 研究 了 该 系统 ， 发 现 
核心 结合 因子 〈TIF-IB) 可 以 募集 聚合 酶 结合 到 启 
动 子 上 并 在 合适 的 位 置 激活 转录 起 始 。 而 聚合 酶 结 
合 DNA 的 实际 序列 好 像 与 此 无 关 。 

他 们 在 TIF-IB 结 合 位 点 和 正常 转录 起 始 位 点 间 
插入 或 删除 不 同 数目 的 碱 基 ， 制 备 了 突变 体 模板 。 
这 会 计 我 们 想起 第 10 章 Benoist 和 Chambon 研究 I 
类 启动 子 的 实验 。 在 那个 实验 中 ， 删 除 位 于 TATA 
盒 与 正常 转录 起 始 位 点 间 的 碱 基 不 改变 转录 的 强度 ， 
也 不 改变 相对 于 TATA 盒 的 转录 起 始 位 点 。 在 所 有 
情况 下 ， 转 录 均 发 生 在 路 TATA 盒 下 游 约 30bp 处 。 

对 于 1 类 启动 子 ，Paule 及 同事 也 得 出 了 相似 的 
结论 。 他 们 发 现在 TIF-1B 结 合 位 点 和 正常 转录 起 始 
位 点 之 间 增加 或 删除 多 至 5 个 碱 基 时 转录 仍 能 发 生 ， 
而 且 转 录 起 始 位 点 随 着 增加 或 删除 的 碱 基数 而 向 上 
游 或 下 游 移动 〈 图 11. 31)， 当 增加 或 删除 多 于 5 个 
碱 基 时 转录 被 阻 断 。 于 是 Paule 及 同事 得 出 结论 : 
TIF-IB 与 聚合 酶 作用 并 将 其 定位 于 下 游 若干 个 碱 基 
处 起 始 转录 。 

聚合 酶 结合 DNA 的 准确 序列 不 重要 ， 因 为 在 
各 突变 DNA 中 它们 不 尽 相同 。 为 了 确定 聚合 酶 在 
各 突变 体 中 结合 DNA 的 位 点 与 TIF-IB 结合 位 点 之 
间 有 相等 间距 ，Paule 及 同事 用 野生 型 和 不 同 突变 体 
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为 模板 进行 了 DNase 足迹 实验 。 结 果 表明 不 同 模板 
的 足迹 基本 无 区 别 ， 更 加 证 实 了 无 论 DNA 序列 如 
fl. RABBLE A DNA 的 结论 。 这 与 
TIF-IB 2 F298 DNA 并 通过 直接 的 蛋白 质 -蛋白 质 相 
互 作用 定位 聚合 酶 I 的 假设 是 一 致 的 。 聚 合 酶 看 起 
来 与 DNA 接触 ， 因 为 它 扩 展 了 TIF-IB 形 成 的 足迹 ， 
但 这 种 接触 是 非特 异性 的 。 
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图 11.31 对 聚合 酶 1 转录 起 始 位 点 插入 和 删除 
碱 基 的 效应 。Paule 及 同事 在 卡 氏 棘 阿 米 巴 变形 
H rRNA 启动 子 的 TIF-IB 结合 位 点 和 正常 转录 
位 点 间 插入 和 删除 多 至 5 个 碱 基 ， 如 图 上 
示 。 然 后 在 体外 转录 这 些 模板 ， 并 用 ?已 
17 核 芽 酸 测序 引物 进行 引物 延伸 分 析 。 将 标记 的 
延伸 引物 和 用 同样 引物 进行 的 C 和 工 的 测序 产物 
( 泳 道 C 和 T) 同时 进行 电泳。 沪 道 a， 载体 DNA 
的 阴性 对 照 ， 没 有 rRNA 启动 子 ; 泳 道 b， 阳 性 对 
照 ， 含 野生 型 RNA 启动 子 ， 泳 道 9， 未 删除 的 野 
生 型 DNA 转录 物 的 引物 延伸 。(Source: Reprinted 
from Cell v.50, Kownin et al. , p.695 © 2001, 
with permission from Elsevier Science. ) 


AB 工 类 启动 子 被 两 不 转录 因子 识别 ， 核 
心 结合 因 于 和 UPE 结合 因子 。 人 的 核心 结合 因 
子 称 为 SL1， 在 其 他 生物 中 ， 如 卡 氏 末 阿 米 巴 变 
形 虫 与 之 同 源 的 因子 称 为 TIF-IB。 核 心 结合 因 
子 是 募集 RNA REAR I 的 基本 转录 因子 ,该 因 
子 有 物种 特异 性 ， 至 少 在 动物 中 是 这 样 。 在 哺乳 
动物 和 大 多 数 其 他 生物 中 ,结合 UPE 的 因子 被 
称 为 UBF， 但 在 酵母 中 称 为 UAF， 是 帮助 核心 
结合 因子 结合 到 核心 启动 子 元 件 上 的 装配 因子 。 
在 不 同 生物 中 ， 对 UPE 结合 因子 依赖 程度 有 显 
EFP. FERIRE EE hiy TIF-IB H BE 
可 以 募集 RNA 聚合 栈 1， 并 将 其 正确 定位 以 便 起 
始 转录 


UPE 结合 因子 


人 类 中 的 SLI 因子 本 身 不 能 直接 结合 到 rRNA 
启动 子 上 , 但 经 过 部 分 纯化 的 RNA 聚合 酶 [制备 物 
中 的 SL1 却 能 够 做 到 。 于 是 ，Tjian 及 同事 开始 从 中 
寻找 DNA 结合 蛋白 , 终于 在 1988 年 获得 了 人 UBF 
的 纯化 产物 。 纯 化 的 UBF 由 97kDa 和 94kDa 两 个 
多 肽 构成 ， 其 中 97kDa 多 肽 自身 就 有 UBF 活性 。 用 
高 纯度 UBF 进行 足迹 分 析 时 发 现 它 与 部 分 纯化 的 聚 
合 酶 1 制备 物 在 启动 子 上 行为 相似 ， 即 在 核心 元 件 
和 UPE 的 部 分 区 段 〈 称 为 位 点 A) 上 具有 相同 的 足 
迹 ， 而 SL1 可 加 强 此 足迹 ， 并 使 它 扩展 至 UPE 的 
另 一 部 分 〈 称 为 位 点 B) (图 11. 32)。 因 此 ， 以 前 实 
验 中 与 启动 子 结合 的 是 UBF 而 不 是 聚合 酶 1， 而 
SLI 使 结合 变 得 更 容易 。 该 研究 没有 证 实 SLI 在 含 
UBF 的 复合 物 中 是 否 与 DNA 接触 ， 或 者 仅 改变 了 
UBF 的 构象 使 其 与 延伸 至 位 点 B 的 更 长 DNA 接触 。 
基于 这 一 结果 和 其 他 结果 ， 可 以 认为 SL1 自己 不 能 
结合 DNA，UBF 可 以 , 但 是 SL1 和 UBF 是 协同 性 
地 结合 ， 并 由 此 产生 比 其 各 自 单独 结合 更 广 的 结合 
效应 。 

Tjian 及 同事 还 发 现 UBF 促进 rRNA 基因 的 体 
外 转录 。 图 11. 33 显示 利用 人 野生 型 rRNA 启动 子 
和 突变 体 启动 子 〈A5'-57， 缺 失 UPE) ， 在 不 同 SLI 
和 UBF 组 合 条 件 下 进行 转录 的 结果 。 所 有 反应 中 都 
HRANIL Wt Sl 作 图 技术 分 析 转录 效率 。 泳 道 
1 含 UBF 但 无 SL1， 显 示 两 个 模板 都 不 转录 ， 再 次 
证 明 SLI 是 转录 绝对 必需 的 。 泳 道 2 含 SL1 但 无 
UBF， 显 示 本 底 水 平 的 转录 ， 再 次 证 明 SLI 自身 能 
够 激活 基本 的 转录 。 再 看 下 面 的 图 ， 无 UPE 模板 的 
转录 水 平 不 如 野生 型 高 ， 表 明 UBF 需 通过 UPE 来 
激活 转录 。 泳 道 3 和 4， 在 有 SLI 和 渐 增 UBF 的 条 
件 下 明显 加 强 了 两 个 模板 的 转录 ， 特 别 是 含 UPE 的 
模板 。 于 是 他 们 得 出 UBF 作为 转录 因子 能 够 结合 到 
UPE 上 激活 转录 ， 但 无 UPE 时 ，UBF 也 可 能 结合 
到 核心 元 件 上 发 挥 作用 。 


小 结 ”人 类 UBF 是 通过 聚合 酶 [激活 转录 的 
转录 因子 ， 可 激活 完整 启动 子 或 单一 的 核心 元 
件 ， 通 过 UPE 介 导 激活 。 UBF 与 SL1 协同 促进 
FER. 


SLI 的 结构 和 功能 


前 面 讨论 了 两 种 人 的 转录 因子 UBF 和 SLI, È 
们 参与 聚合 酶 1 的 转录 。 其 中 ，UBF 是 97kDa 的 单 
SK. (AMA, TBP E 1 类 基因 转录 所 必 
需 的。 那么 TBP 属于 哪 类 因子 呢 ? 1992 年 ，Tiian 
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图 11.32 UBF 和 SLI 与 rRNA 启动 子 的 相互 作 
用 。Tjian 及 同事 用 人 rRNA 启动 子 与 各 种 不 同 
蛋白 质 组 合 进行 DNase 【 足迹 实验 。(a) WANI 
十 UBF 与 SL1。(b) UBF 与 SL1。 所 用 蛋白 质 在 
图 底部 标 出 。UPE 与 核心 元 件 的 位 置 在 左边 标 
出 ,A 和 B 位 点 用 括号 在 右边 标 出 。 星 号 表示 
DNase 敏感 性 增强 的 位 置 。SL1 本 身 不 能 形成 足 
3, 但 对 UBF 在 UPE 和 核心 元 件 处 的 足迹 可 以 
增强 并 延伸 。 这 种 增强 作用 在 无 紊 合 酶 1 时 尤为 
明显 (b 图 )。(Source: Adapted from Bell S. P. , 
R. M. Learned, H.-M. Jantzen, and R. Tjian, 
Functional cooperativity between transcription fac- 
tors UBF1 and SL1 mediates human ribosomal 
RNA synthesis. Science 241 (2 Sept 1988) 
P- 1194, f. 3 ab.) 


及 同事 证 明 : SL1 由 TBP 和 3 TAF 组 成 。 首 先 ， 
他 们 通过 几 种 不 同 程序 纯化 了 人 〈HeLa 细胞 ) 的 
SLI, 每 一 步 纯 化 之 后 都 用 Sl 分 析 法 确定 SLI 的 活 
性 。 然后， 用 Western 印迹 分 析 这 些 组 分 中 TBP 的 
存在 。 图 11. 34 显示 SLI 的 活性 和 TBP 含量 显著 
相关 。 

如 果 SLI 确实 包含 TBP， 那 么 用 抗 TBP 的 抗体 
就 可 能 抑制 SL1 的 活性 ，Tjian 及 同事 证 明确 实 如 
此 。 将 细胞 核 提取 物 的 SL1 活性 用 抗 TBP 抗体 耗 
尽 ， 然 后 添加 SLI 可 恢复 其 活性 ， 但 是 只 加 入 TBP 
却 不 能 恢复 SL1 活性 。 所 以 ， 除 了 TBP 以 外 ,一 定 
还 有 其 他 东西 被 移 去 了 。 
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z 
图 11.33 SLI 和 UBF 转录 rRNA 启动 子 Sli - + + 
的 激活 。 在 RNA RAK IARE] UBF 和 e e as 
SL1 组 合 条 件 下 ，Tiian 及 同事 用 Sl 分 析 
法 测定 人 rRNA 启动 子 的 转录 活性 ， 如 图 
顶部 所 示 。 上 图 显示 野生 型 启动 子 的 转 
录 ， 下 图 显示 无 UPE 功能 的 突变 启动 子 
(A557) MRR. SLI 对 本 底 转录 是 必需 
的 ， 而 UBF 对 两 种 模板 的 转录 均 起 增强 
作用 。(Source: Bell S. P. , R. M. Learned, 
H. -M. Jantzen, and R. Tjian, Functional 
cooperativity between transcription factors 
UBFI and SL] mediates human ribosomal 
RNA synthesis. Science 241 (2 Sept 
1988) p. 1194, f. 4. Copyright © AAAS. ) 
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图 11.34 SLI 和 TBP 的 共 纯 化 。(a) 肝素 -琼脂 糖 柱 层 析 ( 见 第 5 章 柱 层 析 方法 )。 上 图 ， 总 蛋白 从 柱 中 
洗 脱 的 模式 (红色) 、 盐 浓度 〔 蓝 色 ) 及 3 种 特定 蛋白 质 括号 )。 中 图 ， 通 过 S1 保护 实验 对 选 定 洗 脱 组 
分 进行 SLL 活性 分 析 。 下 图 ， 用 Western 印迹 检测 选 定 组 分 中 的 TBP 蛋白 。SL1 和 TBP 都 集中 在 第 56 
组 分 里 。(b) 甘油 梯度 超速 离心 。 上 图 ，TBP 沉淀 曲线 。 沉 降 系数 分 别 为 11. 3S 和 7. 3S 的 过 氧化 氢 酶 
和 醛 缩 酶 作为 参照 ， 与 TBP 同时 离心 。 中 图 和 下 图 与 a) 中 一 致 。SL1 和 TBP 都 沉降 到 以 组 分 16 为 中 
AMEE. (Source: Comai, L., N.Tanese, and R. Tjian, The TATA-binding protein and associated 
factors are integral components of the RNA polymerase I transcription factor, SLI. Cell 68 (6 Mar 1992) 
p. 968, f. 2a-b. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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在 免疫 共 沉淀 过 程 中 还 有 哪些 其 他 因子 与 TBP 
同时 移 去 了 呢 ? Xit, Tjian 及 同事 对 免疫 沉淀 物 进 
#7 SDS-PAGE, 图 11. 35 显示 实验 结果 。 沉 淀 物 中 ， 
除了 TBP 和 抗体 (gG) 外 ,还 有 3 种 多 肽 ， 其 分 
子 质量 分 别 是 110kDa、63kDa 及 48kDa (虽然 
48kDa 条 带 因 与 TBP 条 带 在 一 起 而 不 易 分 辨 )。 因 
为 这 些 多 肽 是 与 TBP 一 起 免疫 沉淀 的 ， 它 们 一 定 是 
TBP 紧密 结合 的 成 分 ， 因 此 属于 TBP 相关 因子 
(TAF), Tjian 把 这 些 多 肽 称 为 TAFi1110、TAF63 
和 TAFi48。 它 们 与 TFIID 中 的 TAF 完全 不 同 〈 比 
较 泳 道 4 和 5)。 用 1mol/L 的 盐酸 县 处 理 免疫 沉淀 
物 并 再 次 沉淀 后 ， 可 从 TBP 和 抗体 上 剥离 这 些 
TAF。 抗 体 和 TBP 一 起 留 在 沉淀 中 〈 泳 道 6) 而 各 
TAF 留 在 上 清 中 〈 泳 道 7)。 将 纯化 的 TBP 和 3 种 
TAF 混合 可 以 重建 SL1 活性 ， 而 且 正如 我 们 所 期 望 
的 ， 这 种 活性 具有 物种 特异 性 。 在 后 来 的 工作 中 ， 
Tjian 及 合作 者 证 明 TAR, 和 TAFn 可 以 竞争 结合 
TBP。 这 一 发 现 提示 这 两 组 不 同 的 TAF 在 TBP 上 
的 结合 是 相互 排斥 的 。 
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11.35 SLI 中 的 不 同 TAF, Tjian 及 同事 用 
抗 TBP 的 抗体 对 SL1 进行 免疫 共 沉淀 ， 并 对 沉 
淀 物 的 多 肽 进行 SDSPAGE。 泳 道 1， 分子 质量 
标记 ; 泳 道 2， 免 疫 沉淀 物 ， 泳 道 3， 用 以 比较 
的 纯 TBP; 泳 道 4， 另 一 种 免疫 沉淀 样品 ; 泳 道 
5， 用 于 比较 的 TFIID TAF (Polll-TAF); pki 
6, 用 lmol/L 盐酸 肢 处 理 免疫 沉淀 物 再 沉淀 后 
的 组 分 ， 显示 TBP 和 抗体 (leG); 泳 道 ?7， 用 
mol/L. 盐酸 且 处 理 免疫 沉淀 物 再 沉淀 后 的 上 
清 ， 显 示 3 种 TAF 〈 在 右 侧 标 出 )。 (Source: 
Comai, L. , N. Tanese，and R. Tjian, The TA- 
TA-binding protein and associated factors are in- 
tegral components of the RNA polymerase I tran- 
scription factor, SLI. Cell 68 (6 Mar 1992) 
Pp. 971，f 5. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


此 ,聚合 酶 ARAR I 的 转录 都 依赖 于 
TBP 和 几 种 TAF 组 成 的 转录 因子 (SL1 和 TFIID)。 
在 两 种 因子 中 TBP 是 相同 的 , 但 TAF 完全 不 同 。 

PRESS, SAU 类 核心 结合 因子 都 是 TBP. 
而 酵母 TBP 以 不 稳定 状态 结合 到 核心 结合 因子 上 ， 
其 方式 与 其 他 TBP 结合 至 相应 TAR 的 方式 一 致 。 
我 们 在 这 里 所 讨论 的 TAF, 的 数量 和 大 小 是 人 细胞 
所 特有 的 。 其 他 生物 有 各 自 的 TAF,。 

小 结 A SLI 由 TBP 和 3 种 TAF, 组 成 
TAF\110, TAF\63 和 TAFI48。 纯 化 的 各 组 分 混 
合 可 重建 全 功能 及 具有 物种 特异 性 的 SL1。TBP 
与 TAF, 的 结合 阻止 了 TBP 与 TAFr 的 结合 。 其 
他 生物 也 有 各 自 的 一 组 TAR, 


11.3 ”III 类 转录 因子 


1980 年 ，Roeder 及 同事 发 现 了 可 以 结合 到 5S 
rRNA 基因 内 部 启动 子 并 激活 其 转录 的 因子 ， 并 将 
其 命名 为 TFIIA。 此 后 另外 两 个 因子 TFIIIB 和 
TFIUC 也 被 发 现 。 这 两 个 因子 不 仅 参与 5S rRNA 基 
因 的 转录 ， 而 且 参 与 聚合 酶 II 的 所 有 转录 。 

Barry Honda 和 Robert Roeder 在 以 非洲 爪 蜡 为 
材料 ， 首 次 建立 真 核 生物 体外 转录 系统 时 ， 证 明了 
TFIIA 在 5S rRNA 基因 转录 中 的 重要 性 。 他 们 发 
现 ， 系 统 中 加 入 TFIIIA 后 才能 合成 5S rRNA, t 
着 ，Donald Brown 及 间 事 证 明 当 5S rRNA 基因 和 
tRNA 基因 加 入 到 类 似 的 无 细胞 提取 物 中 时 ， 可 同 
时 产生 5S rRNA 和 tRNA。 而 且 ， 抗 TFIIIA 的 抗 
体 可 以 有 效 阻 止 5S rRNA 的 生成 ， 但 对 tRNA 的 合 
成 没有 影响 (图 11. 36) 。 因 此 ，TFIIIA 为 5S rRNA 
基因 转录 所 必需 ， 但 对 tRNA 则 不 然 。 

如 果 tRNA 基因 的 转录 不 需要 TFIIA, WAE 
需要 什么 因子 呢 ? 1982 年 ，Roeder 及 同事 分 离 出 两 
个 新 的 因子 并 称 之 为 TFIIB 和 TFIUC。 他 们 发 现 这 
两 个 因子 对 tRNA 基因 转录 是 必需 且 充分 的 。 随 后 
知道 这 两 种 因子 调控 包括 5S rRNA 基因 在 内 的 所 有 
聚合 酶 TII 基因 的 转录 。 这 意味 着 前 面 提 到 的 只 需 加 
和 人 TFITIA 就 能 产生 5S rRNA 的 细胞 提取 液 ， 肯 定 
含有 TFIIB 和 TFIIIC。 


小 结 ” 所 有 典型 II 类 基因 的 转录 都 需要 
TFIIB #1 TFINIC, 5S rRNA 基因 的 转录 需要 这 
两 个 因子 再 加 TFITIA。 


TFIA 


作为 第 一 个 真 核 转录 因子 ，TFIIA 的 发 现 引 
+ 273 + 


5S rRNA ap eo 


pre-tRNA 


tRNA 


eee 


图 11.36 TRINA 对 聚合 酶 II 转录 的 影 
Mlo Brown 及 同事 把 克隆 的 5S rRNA 和 tRNA 基 
因 分 别 加 入 不 同 的 细胞 提取 物 中 ， 并 在 标记 的 核 
HORA MGA FUER. (a) 卵 母 细胞 
BURY. (b) 体 细胞 提取 物 。 泳 道 1， 无 抗体 ; 
泳 道 2 含有 无 关 抗 体 ; 泳 道 3 含有 抗 TFIA i 
体 。 对 转录 后 标记 的 RNA 进行 电泳 ， 在 两 种 提 
取 物 中 , 抗 TFTIA 抗体 都 阻 断 了 SS rRNA 基因 
的 转录 ， 但 不 影响 tRNA 基因 的 转录 。 卵 母 细胞 
提取 物 可 将 tRNA 前 体 加 工 为 成 熟 RNA, 但 是 
体 细胞 提取 物 却 不 能 。 此 外 ， 在 两 种 情况 下 转录 
都 能 发 生 。(Source: Pelham, HR, W.M 
Washington, and D. D. Brown, Related 5S rRNA 
transcription factors in Xenopus oocytes and somatic 
cells. Proceedings of The National Academy of 
Sciences USA 78 (Mar 1981) p. 1762, £3.) 


起 了 极 大 的 关注 。 它 是 DNA 结合 蛋白 家 族 中 所 谓 
锌 指 大 类 的 第 一 个 成 员 ， 第 12 章 将 详细 讨论 锌 指 
蛋白 ， 这 里 我 们 先 来 看 看 TFIA 的 锌 指 。 锌 指 的 
实质 是 一 个 粗略 指 形 蛋白 域 ， 含 有 结合 在 一 个 锌 离 
子 周围 的 4 个 氨基 酸 。 在 TFIA 和 其 他 典型 的 锌 
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指 蛋白 中 ，4 个 氨基 酸 由 2 个 半 胱 氨 酸 和 2 个 组 氨 
酸 组 成 。 而 其 他 一 些 指 形 (ingerlik) 蛋白 只 有 4 
MERAM. HAHAA. TFIA 的 9 个 锌 指 排 
成 一 行 ， 可 以 插入 SS rRNA 基因 内 部 启动 子 任 一 
边 的 大 沟 内 ， 使 特定 的 氨基 酸 与 特定 碱 基 对 相互 作 
用 ， 形 成 一 个 紧密 的 蛋白 质 -DNA 复合 物 。 


TFIIB 和 TFIIIC 


‘TFIIB 和 TFIIIC 都 是 典型 聚合 酶 I 基因 转录 
所 必需 的 。 因 为 它们 的 活性 相互 依赖 ， 所 以 很 难 分 
开 讨 论 。1989 年 ，Peter Geiduschek 及 同事 获得 了 
一 个 粗 制 的 转录 因子 制备 物 ， 它 结合 着 tRNA 基因 
的 内 部 启动 子 及 上 游 区 域 。 图 11. 37 中 的 DNase 足 
迹 实验 证 明了 这 一 制备 物 的 情况 。 泳 道 < 未 添加 任 
何 蛋白 质 。 泳 道 a 添加 了 各 种 转录 因子 和 聚合 酶 
m. kil bhn a 中 的 各 种 蛋白 质 再 加 3 RE 
(ATP, CTP 和 UTP)， 使 转录 进行 17nt， 直 至 需要 
第 一 个 GTP。 注 意 泳 道 as 中， 各 种 转录 因子 和 聚合 
酶 都 能 强烈 保护 内 部 启动 子 的 B 盒 和 上 游 区 (U), 
但 微弱 保护 内 部 启动 子 的 A 使。 泳 道 b ERRAN 
向 下 移动 使 得 与 A 盒 重 登 的 一 个 新 区 域 被 保护 起 
来 。 但 是 聚合 酶 移 走 后 ， 对 上 游 区 域 的 保护 作用 仍 
然 存在 。 

那么 ,什么 东西 稳定 地 结合 在 上 游 区 呢 ? 为 
此 ，Geiduschek 及 同事 部 分 纯化 了 TFMB 和 TFIL 
IC， 并 进行 了 足迹 实验 。 图 11. 38 显示 其 中 一 个 
实验 结果 。 泳 道 b， 只 有 TFNC, 288A TFIIIC 保 
护 了 内 部 启动 子 特别 是 B 盒 ， 但 不 结合 上 游 区 
域 。 泳 道 < 表明 ， 同 时 含有 两 个 转录 因子 时 ， 上 
游 区 受到 保护 。 类 似 的 实验 都 证 明了 TFIIIB 自身 
不 能 结合 其 中 任何 一 个 区 域 ， 它 的 结合 完全 依赖 
于 TFIIC。 然 而 ， 一 旦 TFIIIC 帮助 TFIIB 结合 
到 上 游 区 后 ，TEFIIIB 就 停留 在 那里 ， 甚 至 聚合 酶 
向 前 移 走 了 也 不 动 (回顾 图 11. 37)。 Æ 11.38 的 
泳 道 4 表明 ， 即 便 TFIIIC 从 内 部 启动 子 上 被 肝素 
剥离 ，TFIIIB 仍 与 DNA AA, HAM AAM B 
盒 不 再 受 保护 时 ， 上 游 区 域 仍 然 被 保护 着 不 受 
DNase 降 解 。 

根据 目前 的 证 据 提出 转录 因子 参与 聚合 酶 I 
转录 的 以 下 作用 模式 (图 11. 39)。 首 先 ，TFIDC 
(È TFIIA 和 TFIIC， 对 5S rRNA 基因 而 言 ) 结合 
到 内 部 启动 子 上 ， 接 着 这 些 装 配 因子 帮助 TFIIB 
结合 到 上 游 区 ， 而 后 TFITIB 帮助 聚合 酶 II 结合 到 
转录 起 始 位 点 ， 最 后 聚合 酶 转录 基因 。 在 此 过 程 
TFIIC (或 TFIIA 和 TFINC) 可 能 被 除去 ,但 
TFIIB 保持 结合 ， 以 促进 后 续 转 录 。 
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图 11.37 转录 因子 与 tRNA 基因 的 结合 对 转 
录 的 影响 。Geiduschek 及 同事 用 tRNA 基因 
与 含有 聚合 酶 II[、TFIIIB 和 TFIIIC 的 提取 物 
进行 了 DNase RR. Killa 含有 转录 因 
子 ， 无 核 苷 酸 ， 泳 道 b 含有 转录 因子 和 3 种 
PAF (RE GTP)， 转 录 只 能 进行 17nt， 此 处 
需要 第 一 个 GTP; 泳 道 为 无 蛋白 质 对 照 。 
泳 道 b 中 ， 聚 合 酶 相对 于 泳 道 a 的 17bp 移动 
使 起 始 位 点 周围 的 足迹 向 下 游 移动 ， 盖 住 A 
盒 。 紧 邻 起 始 位 点 上 游 区 的 足迹 仍 保持 不 变 。 
(Source: Kassavetis, G.A., D.L. Riggs, 
R. Negri, L. H. Nguyen, and E. P. Gei- 
duschek, Transcription factor III B generates 
extended DNA interactions in RNA polymerase 
I transcription complexes on tRNA 
genes. Molecular and Cellular Biology. 9, 
no. 171 (June 1989) p.2555, f. 3. Copyright 
© 1989 American Society for Microbiology, 
Washington, DC. Reprinted with permission. ) 


( 非 模板 链 ) 
abcd 
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B B 
Œ 11.38 TFIIB, TFIIC 与 tRNA 基因 的 结合 。 
Geiduschek 及 同事 用 标记 的 tRNA 基因 (所 有 泳 
道 ) 和 纯化 TFIIB 和 TFINC 的 不 同 组 合 进行 
DNase 足迹 实验 。 泳 道 无 转录 因子 的 阴性 对 照 ; 
瀛 道 b 仅 有 TFITIC。 瀛 道 <，TFIIIB 加 TFIIIC， 
泳 道 d， 先 加 入 TFIIB 和 TFIIIC， 再 加 入 肝素 以 
除去 松散 结合 的 蛋白 质 。 注 意 在 TFIDIC 基础 上 加 
A TFIIIB 对 上 游 保 护 区域 的 扩展 ( 沪 道 c), 还 
需 注意 由 TFIIIC 对 上 游 区 的 这 一 保护 不 受 肝素 影 
响 ， 但 对 A 盒 和 B 盒 的 保护 却 未 能 幸免 。 黄 色 条 
框 表示 成 熟 tRNA 的 编码 区 ， 其 中 的 AAA BR 
以 蓝 色 表示 。 (Source: From Kassavetis, G. A. , 
D. L. Riggs, R. Negri, L. H. Nguyen, and E. 
P. Geiduschek, Transcription factor IMI B gener- 
ates extended DNA interactions in RNA polymer- 
ase III transcription complexes on tRNA 
genes. Molecular and Cellular Biology 9: 2558, 
1989. Copyright © 1989 American Society for Mi- 
crobiology, Washington, DC. Repr-inted by per- 
mission. ) 


+ 275 © 


ees ee ee 
c prs Aa 8a 
True) 


(b) [rene 


-< (a a ae me D 
© | KAB i 


TEMG 


T mwe 


图 11. 39 ”经典 聚合 酶 II 启动 子 {tRNA 基因 ) 上 前 起 
始 复合 物 的 装配 和 转录 起 始 的 假设 模式 图 。(a) TFIIIC 
《 浅 绿 色 ) 与 内 部 启动 子 的 AR. BA 绿色 ) 结合; 
(b) TFITIC 促使 TFIIB (黄色 ) 以 其 TRP ( 蓝 色 ) 结 
合 转录 起 始 位 点 的 上 游 区 ;《〈c) TFIIB ERAB IIL 
《红色 ) 结合 到 起 始 位 点 ， 准 备 起 始 转录 ; (d) 转录 开 
始 。 聚 合 酶 向 右 移 动 ， 产 生 RNA (图 中 未 显示 )。 此 过 
程 中 TFNC 可 能 被 除去 ， 也 可 能 不 被 除去 ， 但 TFIIB 


Geiduschek 及 同事 提供 了 进一步 的 证 据 支持 这 
个 假说 ,让 TFIDC 和 TFIIB 与 tRNA 基因 结合 
《或 TFIIA、TFIIC、TFIIIB 与 5S rRNA 基因 结 
合 )， 然 后 用 肝素 或 高 盐 处 理 去 除 《〈 剥 离 ) 装配 因子 
TFIIC (或 TFIIA 和 TFIIC)， 接 着 将 TFIIIB- 
DNA 复合 物 与 其 他 因子 分 离 。 最 后 ， 证 明 TFIIIB- 
DNA 复合 物 仍 能 支持 聚合 酶 II 起 始 一 至 多 轮转 录 
(图 11.40)。TFIIIB 本 身 对 启动 子 DNA 并 无 亲 和 
性 ， 但 它 如 何 牢固 地 结合 于 靶 DNA KR? 答案 可 
能 在 于 TFIIIC (或 TFIA 和 TFIIIC) 引起 TFIIB 
的 构象 变化 ， 暴 露出 某 个 位 点 使 TFIIIB 能 够 牢固 地 
与 DNA 结 合 。 

TFIIIC 是 一 种 不 寻常 的 蛋白 质 ， 可 结合 tRNA 
基因 的 ARH B 盒 ， 这 已 由 DNase 足迹 和 蛋白 质 - 
DNA 交 联 实验 证 明 。 有 些 tRNA 基因 在 ARM B 
盒 之 间 存在 内 含 子 , 但 TFIIIC 仍 能 设法 结合 到 这 两 
个 启动 子 元 件 上 。 它 是 如 何 做 到 的 呢 ? 考虑 TFC 
是 已 知 转录 因子 中 最 大 且 最 复杂 的 ， 可 能 有 助 于 理 
解 这 一 问题 酵母 TFIIIC A 6 个 亚 基 ， 总 分 子 质 量 
约 为 600kDa。 电 镜 研 究 表明 TFIIIC 具有 哑铃 形 结 
构 ， 两 个 球状 区 域 被 一 个 可 伸缩 的 接头 区 隔 开 ， 使 


仍 结合 在 原 处 准备 起 始 下 一 轮 聚 合 酶 结合 与 转录 。 整个 蛋白 质 能 跨越 相当 长 的 距离 。 
tRNA 5S rRNA 
未 剥离 的 HAH AMIR 剥离 的 
+C +B +C +B 
a b c d e f g h tig k 1 m n 
=s =a-* 


~- gi aat 
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11.40 25 TFIIB 结合 的 聚合 酶 HI 基因 复合 物 的 转录 。Geiduschek 及 同事 获得 了 含有 tRNA 基因 和 
TFIIB 及 TFIIIC 的 复合 物 〈 左 边 两 图 )， 或 5S rRNA 与 TFIA, TFIIB, TFC 的 复合 物 ( 右 边 两 
图 )。 用 肝素 除去 TFIIIC 〈 泳 道 e 一 b)， 或 用 高 离子 强度 缓冲 液 除去 TFIIA、TFIIIC Qk l~n), WE 
述 处 理 的 模板 经 凝 胶 过 滤 柱 除去 未 结合 的 因子 。 凝 胶 电泳 和 DNase 足迹 已 证 明 (此 处 未 显示 〉 仅 有 TFI- 
IIB 结 合 在 各 基因 的 上 游 区 ， 接 着 检测 剥离 处 理 的 和 未 剥离 处 理 的 复合 体 起 始 单 循环 转录 (S: 瀛 道 a、e、 
i, D 和 多 循环 转录 (M: 所 有 其 他 泳 道 ) 的 能 力 ， 处 理 时 间 在 底部 标 出 。 泳 道 c Al g 额外 添加 了 TFII- 
IC， 泳 道 46 和 h 额外 添加 了 TFIIB， 如 图 顶部 所 示 。 加 入 低 浓 度 肝 素 ， 使 泳 道 a、e、i、1 中 的 转录 仅 进 
行 一 个 循环 并 完成 RNA 的 延伸 ， 肝 素 限制 了 释放 的 聚合 酶 再 起 始 转录 。 注 意 去 除 其 他 因子 只 保留 TFII- 
了 B 的 模板 ， 无 论 在 单 循环 还 是 多 循环 转录 中 ， 甚 至 当 额 外 添加 了 TFITIC' 时 比较 泳 道 < 和 g、k An), 
其 转录 效率 与 未 处 理 的 模板 差不多 。 未 处 理 模板 仅 在 d 泳 道 效果 比 对 应 处 理 组 的 好 ， 这 是 额外 添加 TFII- 
耳 的 结果 ， 推 测 是 由 于 剩余 的 游离 TFIIIC 帮助 TFIIIB 结合 并 形成 了 更 多 的 前 起 始 复合 物 。 (Source: 
Kassavetis, G. A. , B. R. Brawn, L. H. Nguyen, and E. P. Geiduschek, S. cerevisiae TFIIIB is the tran- 
scription initiation factor proper of RNA polymerase III, while TFIIA and TFIIC are assembly factors. Cell 
60 (26 Jan 1990) p. 237, f. 3. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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André Sentenac 及 同事 把 酵母 的 TFIIIC 〈 他 们 “个 大 斑点 。 随 着 间距 增加 ，TFIIIC 逐渐 呈现 出 两 个 
又 称 其 为 + 因子 ) 结合 到 一 系列 克隆 的 tRNA 基因 球状 区 ， 中 间 被 逐渐 加 长 的 连接 区 隔 开 。 因 此 ， 大 
上 ， 这些 RNAZAAARABAHRRAE, 然 ”体积 加 上 伸缩 力 ， 使 TFIIIC 能 以 其 两 个 球状 域 与 两 
后 用 透射 电镜 观察 复合 体 的 结构 。 图 11. 41 显示 当 ”个 相距 很 远 的 启动 子 区 结合 。 
AA 盒 和 B 盒 间距 为 零 时 ，TFIIIC 在 DNA 上 呈现 一 
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图 11.41 酵母 TFTIIC 含有 两 个 球状 域 并 由 一 个 可 伸缩 区 连接 。Sentenac 及 同事 把 酵母 TFIIIC 结合 到 
一 系列 克隆 的 tRNA 基因 上 ， 这些 tRNA 基因 内 A 盒 和 B 盒 的 间距 不 同 。 经 醋酸 双 和 氧 铀 对 复合 物 进行 负 
染 后 用 透射 电镜 观察 。A AB 盒 间 的 距离 标 在 右 侧 : (a) 0bp; (b) 34bp; (c) 53bp; (d) 74bp (SFE 
型 的 距离 )。 左 边 显示 每 种 DNA 的 3 张 图 像 。 右 边 柱状 图 显示 TFIIIC 球状 结构 在 DNA 上 的 位 置 ， 是 大 
量 显 微 图 片 的 统计 结果 。 柱 子 的 高 低 表示 沿 DNA 链 的 不 同位 点 上 球状 结构 域 所 占 的 百分比 。 红 色 柱 表 
示 靠 近 DNA 末端 的 球状 结构 域 ， 黄 色 柱 表示 另 一 个 球状 结构 域 的 位 置 。 (Source: Schultz et al EMBO 
Journal 8: p. 3817 © 1989. ) 


ME AT SAREE RRMA. IM 。 HRUK, RERUN OAR) IE 
类 基因 需要 TFIHB 和 .TFIIC 两 个 因 于 。5S 成 两 个 球状 区 域 并 由 一 可 伸缩 的 接头 区 所 连接 。 
藉 NA 基因 还 需要 TFIA, TFNC 和 TFIIA 结 。 ”接头 的 可 伸缩 性 使 它 能 覆盖 内 部 启动 于 相距 很 远 
合 到 内 部 启动 子 区 并 协助 TFIIIB 结合 到 转录 起 WARMBE. 

始 位 点 的 上 游 ， 随 后 TFIIB 持续 地 结合 在 原 处 

并 不 断 地 起 始 转录 。TFITIC 是 一 类 分 子 质量 很 大 


* 277 « 


TBP 的 作用 


如 果 TFITIC 对 TFIIIB 结 合 经 典 II[ 类 基因 是 必 
需 的 ， 那 么 对 于 非 经 典 KEARAH ARABA 
让 TFIIIC 结合 ， 情 况 又 如 何 呢 ? 是 什么 促进 TFIIB 
对 这 类 基因 的 结合 ? 由 于 非 经 典 II 类 基因 的 启动 子 
含有 TATA 盒 ， 并 且 已 经 了 解 这 种 启动 子 的 转录 需 
W TBP, 因此 推测 TBP 结合 到 TATA 盒 上 并 把 
TFIIB 错 定 在 上 游 结合 位 点 。 

对 于 无 TATA 盒 的 经 典 聚 合 酶 I 类 基因 怎么 
办 ? 已 经 知道 TBP 对 经 典 TIT 类 基因 的 转录 是 必需 
的 ， 如 酵母 和 人 类 的 tRNA 基因 和 SS rRNA 基因 。 
这 种 情况 下 TBP 结合 在 什么 部 位 ? 现在 已 经 清楚 : 
TFIIIB 含有 TBP 及 少量 TAF 因子 。Geiduschek 及 
同事 发 现 即使 在 最 纯 的 TFIIB 里 仍然 有 TBP。 对 酵 
E$ TFIIB 的 进一步 研究 ， 包 括 对 其 各 克隆 组 分 的 重 
建 实验 ， 都 揭示 TFIIIB 由 TBP 和 2 个 TAFm 构 成 。 
这 两 种 蛋白 质 在 不 同 有 机 体 中 有 不 同 命名 ， 在 酵母 
中 被 称 作 B 和 TFIIB 相关 因子 〈TFIIB-related fac- 
tor) 或 BRF， 因 其 与 TFIIB 同 源 。 

随后 Tjian 及 同事 通过 因子 回 加 至 免疫 耗 尽 
(这 些 因子 ) 的 核 提 取 物 里 ， 证 实 TRFI 而 非 TBP 
对 果 蝇 的 tRNA 基因 、5S rRNA 基因 和 U6 snRNA 
基因 转录 是 必需 的 ， 因 此 相对 于 其 他 生物 对 TBP 依 
赖 的 普遍 性 ， 果 蜗 聚 合 酶 II 的 转录 是 又 一 个 例外 。 

对 3 种 RNA 聚合 酶 转录 因子 的 研究 揭示 了 一 
个 一 致 规律 : 前 起 始 复合 物 的 形成 始 于 装配 因子 ， 
它 能 识别 启动 子 内 特定 结合 位 点 ， 然 后 由 该 蛋白 质 
召集 前 起 始 复合 物 的 其 他 组 分 。 对 于 含 TATA 盒 的 
世 类 启动 子 ， 其 装配 因子 通常 为 TBP，TBP 的 结合 
位 点 是 TATA 盒 。 这 也 适用 于 含 TATA fy II 类 
启动 子 ， 至 少 在 酵母 和 人 类 细胞 中 是 这 样 。 我 们 已 
经 熟悉 在 含 TATA 盒 的 也 类 启动 子 上 这 一 过 程 如 何 
开始 的 模型 (11.4), E 11. 42 高 度 示意 性 地 显 
示 了 所 有 无 TATA 盒 启 动 子 的 前 起 始 复合 物 的 形成 
实质 。I 类 启动 子 的 装配 因子 是 UBF， 它 首先 结合 
到 UPE 上 ， 然 后 吸引 含有 TBP 的 SLI 结合 到 核心 
元 件 上 。 无 TATA 盒 的 开 类 启动 子 至 少 有 两 种 方式 
吸引 TBP, TFIID 中 的 TAFn 可 以 结合 到 起 始 子 上 ， 
或 结合 Spl，Spl 已 先 结合 到 GC 使 上 。 两 种 方式 都 
可 以 将 TFIID 锚 定 到 无 TATA 盒 的 启动 子 上 。 经 典 
的 UL 类 启动 子 遵循 同样 的 机 制 ， 至 少 在 醇 母 和 人 类 
的 细胞 中 是 这 样 。TFITIC 或 TFIIA 和 TFIIC (对 
5S rRNA 基因 ) 作为 装配 因子 结合 到 内 部 启动 子 
上 ， 并 吸引 含 TBP 的 TFIIB 结合 到 起 始 位 点 的 上 
游 。 果 蝇 细 胞 中 前 起 始 复合 物 中 的 TBP 被 TRFI 
取代 。 
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图 11.42 3 种 聚合 酶 识别 少 TATA MAF HM 
起 始 复 合 物 的 模型 。 每 种 情况 下 ， 装 配 因 子 ( 绿 
色 ) 最 先 结合 〈 在 I、J、III 类 启动 子 上 分 别 是 
UBF, Spl, TFIIC), 然后 吸引 含 TBP OK f) 
的 男 一 个 因子 (黄色)， 该 因子 在 I、11、III 类 启 
动 子 分 别 是 SLI、TFIID、TFIJIIB。 对 于 I, M 2% 
启动 子 这 些 复合 物 足以 结合 聚合 酶 起 始 转录 ， 但 
开 类 启动 子 除 RNA 聚合 酶 外 还 需 更 多 通用 因子 
CH 色 )。( Source: Adapted from White, 
R. J.and S. P. Jackson, Mechanism of TATA- 
binding protein recruitment to a TATA-less class 
III promoter. Cell 71; 1051, 1992.) 


不 能 因为 TBP 并 不 总 是 首先 结合 DNA 而 否认 
它 在 无 TATA 盒 启动 子 中 装配 前 起 始 复合 物 的 重要 
性 。 一 旦 TBP 结合 上 去 ， 就 包括 RNA 聚合 酶 在 内 
的 其 他 因子 结合 到 复合 物 中 。 第 二 个 一 致 规律 ;在 
大 多 数 真 核 启动 子 中 ，TBP 在 形成 前 起 始 复合 物 中 
起 组 织 者 作用 。 第 三 个 一 致 规律 是 ，TBP 的 专 一 性 
由 与 之 相伴 的 TAF 决定 ，TBP 在 与 不 同类 型 的 启 
动 子 结合 时 ， 伴 有 不 同类 型 的 TAF。 


小 结 在 每 一 类 真 核 启动 子 中 ,前 起 始 复合 
物 的 装配 都 是 从 装配 因子 结合 启动 子 开始 的 。 在 
A TATA 使 的 本 类 启动 子 中 也 可 能 是 HI 类 )， 
此 因子 是 TBP， 但 其 他 类 型 的 启动 子 有 它们 各 自 


的 装配 因子 。 即 使 在 特定 的 启动 子 中 ，TBP 不 是 
首先 结合 的 装配 因子 ， 在 大 多 数 已 知 的 启动 子 中 
它 是 前 起 始 复合 物 的 一 部 分 ,并 在 组 建 复合 物 过 
程 中 发 挥 组 织 作 用 。TBP 的 特异 性 ， 即 结合 哪 类 
启动 子 ， 是 由 与 其 相伴 的 TAF 决定 的 。 至 少 在 
RH 三 类 基因 的 一 些 前 起 始 复合 物 中 ，TRFI 代 
#7 TBP. 


各 个 转录 因子 在 体外 以 下 列 顺序 结合 到 I 类 启 
动 子 上 (包括 腺 病毒 主要 晚期 基因 启动 子 ): OTF- 
ID 在 TFIIA 的 帮助 下 ， 结合 TATA 盒 ， 形 成 DA 
ROM; OHH TFIIB MAS; @TFIIF 帮助 
RNA 聚合 酶 结合 到 一 34bp 到 十 17bp 之 间 的 DNA 
区 域 ， 其 余 因 子 按 TRIE, TRH 顺序 结合 ， 最 后 
形成 DABPolFEH 前 起 始 复合 物 。 在 体外 ，TFIIA 
对 复合 物 的 形成 是 非 必需 的 。 

TFIID 含 有 一 个 TATA RAAKA (TBP), 
外 加 至 少 8 个 多 肽 ， 即 TBP 相关 因子 (TAFn)。 人 
类 TBPC 末端 的 180 个 氨基 酸 是 TATA RAR. 
TBP 和 TATA fete DNA 小 沟 发 生 相 互 作用 。 马 鞍 
JÉ TBP 45 DNA 呈 直 线 排列 ， 鞍 的 下 部 迫使 小 沟 张 
F, 使 TATA St 80° Shh. TBP 是 所 有 三 类 基因 
的 大 多 数 成 员 转 录 所 必需 的 ， 并 不 只 是 对 I 
基因 。 

大 多 数 TAFn 在 真 核 生物 进化 中 是 保守 的 。 
TAFn 行 使 多 种 功能 ， 两 个 显著 的 功能 是 与 核心 启 
动 子 元 件 和 激活 因子 的 相互 作用 。TAFn 250 和 
TAFn150 有 助 于 TFIID 结合 启动 子 的 起 始 子 和 
DPE, 使 TBP 与 无 TATA 盒 但 有 起 始 子 和 DPE 的 
启动 子 结合 。TAFu250 和 TAFu 110 有 助 于 TFIID 
与 结合 在 转录 起 始 位 点 上 游 GC 盒 上 的 Spl 相互 作 
用 ,使 TBP 可 以 结合 无 TATA RH GC 盒 的 启动 
子 。 与 各 种 激活 因子 的 作用 ， 显 然 需要 不 同 TAFn 
的 组 合 ， 至 少 在 高 等 真 核 生 物 是 这 样 。TAFw250 还 
具有 两 种 酶 活性 ， 即 组 蛋白 乙酰 转移 酶 活性 和 蛋白 
激酶 活性 。 至 少 在 高 等 真 核 生 物 ，TFIID 并 不 是 通 
用 的 。 果 蝇 的 某 些 启动 子 需要 另 一 个 因子 TRF1。 
而 某 些 启动 子 需要 不 含 TBP AY TAF ZA. 

对 TFIIB- 聚 合 酶 I 复合 物 的 结构 研究 表明 : 
TFIIB 通 过 C 端 域 在 TATA 盒 处 结合 TBP， 同 时 通 
过 N 端 域 结合 聚合 酶 lI。 这 种 桥梁 作用 使 聚合 酶 活 
性 中 心 粗 定 位 于 TATA & Fü 25 一 30bp 处 。 在 哺 
乳 动 物 中 ，TFTIB N 端 域 的 环 状 基 序 发 挥 转录 起 始 
的 精确 定位 ， 通 过 与 很 靠近 活性 中 心 的 模板 DNA 
单 链 间 的 作用 而 实现 。 生 化 研究 证 明 在 前 起 始 复合 


物 中 ，TFIB 的 N 端 域 (具体 在 指 域 和 接头 区 ) 位 
于 靠近 RNA RAN IAE ROR TFIIF 最 大 亚 基 
的 位 置 。 

前 起 始 复合 物 形成 过 程 中 RNA RAN 了 I 以 低 
磷酸 化 的 IA 形式 存在 。 随 后 TFIIH 使 RNA 聚合 
W RAEE CH (CTD) 上 的 七 氨基 酸 重 复 
序列 上 的 2 位 和 5 位 丝氨酸 磷酸 化 ， 由 此 产生 聚合 
酶 的 磷酸 化 形式 IIO) 。 在 体外 TFIIE 可 极 大 地 促 
进 这 一 过 程 ， 磷 酸化 是 转录 起 始 所 必需 的 。 在 由 起 
始 向 延伸 转变 过 程 中 ， 七 氨基 酸 重复 序列 5 位 丝 氨 
酸 失去 磷酸 化 。 如 果 2 位 丝氨酸 也 失去 磷酸 化 ， 聚 
合 酶 将 暂停 等 待 一 个 非 TFIIH 激酶 进行 磷酸 化 。 

TFIIE 和 TFITH 对 形成 开放 启动 子 复合 体 或 延 
伸 并 非 必需 ,但 在 启动 子 清除 中 起 作用 。TFIIH 的 
解 旋 酶 活性 是 转录 必需 的 ， 推 测 是 因为 此 活性 使 启 
动 子 区 的 DNA 完全 解 链 从 而 促进 启动 子 清除 。 

转录 可 在 延伸 水 平 调控 ，TFIIS 因子 通过 限制 
聚合 酶 在 不 连续 位 点 的 转录 停 灌 而 刺激 延伸 。 
TFIIF 通过 插入 RNA 聚合 酶 的 活性 中 心 ， 激 发 其 核 
酸 酶 活性 ， 切 制 排出 的 引起 停 灌 的 新 生 RNA 的 3! 
端 而 发 挥 其 功能 。TFIIF 显然 是 通过 限制 瞬时 停顿 
而 激活 延伸 。TFIIS 也 参与 校正 ， 通 过 激活 RNA R 
合 酶 中 的 RNase 活性 ， 切 除 错 配 的 核 苷 酸 。 

酵母 和 哺乳 动物 细胞 具有 RNA 聚合 酶 11 全 酶 ， 
除了 素 合 酶 的 亚 基 外 还 包括 许多 多 肽 ， 额 外 的 多 肽 
包括 一 系列 通用 转录 因子 (TBP 除外 ) 和 中 介 物 。 

1 类 启动 子 被 两 个 转录 因子 识别 ， 核 心 结合 因 
子 和 UPE 结合 因子 。 人 类 核心 结合 因子 称 为 SL, 
在 其 他 生物 中 ， 如 卡 氏 未 阿 米 巴 变形 虫 与 之 同 源 
的 因子 为 TIF-IB。 核 心 结 合 因子 是 募集 RNA 聚合 
酶 1 的 基本 转录 因子 。 该 因子 有 物种 特异 性 ， 至 少 
在 动物 中 是 这 样 。 在 哺乳 动物 和 大 多 数 其 他 生物 中 ， 
结合 UPE 的 因子 被 称 为 UBF, 但 在 酵母 中 称 为 
UAF， 是 帮助 核心 结合 因子 结合 到 核心 启动 子 元 件 
上 的 装配 因子 。 在 不 同 生物 中 ， 对 UPE 结合 因子 依 
赖 程度 有 显著 不 同 。 卡 氏 棘 阿 米 巴 变形 虫 的 TIF-IB 
自身 就 可 以 募集 RNA 聚合 酶 1， 并 将 其 正确 定位 以 
便 起 始 转录 。 人 UBF 是 通过 聚合 酶 1 激活 转录 的 转 
录 因 子 ， 可 激活 完整 启动 子 或 单一 的 核心 元 件 ， 通 
过 UPE 介 导 激 活 。UBF 与 SL1 协同 激活 转录 。 

A SLI 由 TBP 和 3 种 TAF, 组 成 即 
TAFI110、TAF,63 和 TAF148。 纯 化 的 各 组 分 混合 
可 重建 全 功能 及 具有 物种 特异 性 的 SLI, TBP 与 
TARF 的 结合 阻止 了 TBP 与 TAFII 的 结合 。 其 他 生 
物 有 自己 的 一 组 TAF'。 

典型 1 类 基因 的 转录 都 需要 TFIIB 和 TFIIIC 
形成 与 聚合 酶 的 前 起 始 复合 物 。5S rRNA 基因 还 需 
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要 TFIIA, TFNC 和 TFIIIA 结合 到 内 部 启动 子 区 
并 协助 TFIIB 结合 到 转录 起 始 位 点 的 上 游 ， 随 后 
TFIIIB 持续 地 结合 在 原 处 并 不 断 地 起 始 转录 。 

在 每 一 类 真 核 启动 子 前 起 始 复合 物 的 装配 都 是 
从 装配 因子 结合 启动 子 开始 的 。 有 TATA RA I% 
启动 子 (也 可 能 是 II 类)， 该 因子 是 TBP， 但 其 他 
类 型 的 启动 子 有 它们 自己 的 装配 因子 。 即 使 在 特定 
的 启动 子 中 TBP 不 是 首先 结合 的 装配 因子 ， 但 在 大 
多 数 已 知 的 启动 子 中 它 是 前 起 始 复合 物 的 一 部 分 ， 
并 在 组 建 复合 物 过 程 中 发 挥 组 织 作用 。TBP 的 特异 
性 ， 即 结合 哪 类 启动 子 ， 是 由 与 其 相伴 的 TAF 决定 
的 ， 每 类 启动 子 的 TAF 都 是 专 一 的 。 
复习 题 

1. 列 出 在 体外 装配 形成 [类 前 起 始 复合 物 的 蛋 
白质 顺序 。 

2. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIID 是 了 类 前 
起 始 复合 物 的 基本 组 分 。 

3. 令 述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIIF ARAN 
开 结 合 ， 但 二 者 均 不 能 独自 结合 到 前 起 始 复合 物 上 。 

4. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIID 在 复合 物 
中 的 结合 位 点 。 

5. 给 出 DAB 与 DABPolF 复合 物 的 足迹 差异 ， 
基于 这 种 差异 你 能 得 出 什么 结论 ? 

6. 提出 一 种 假设 解释 在 TATA 盒 中 用 dC 蔡 换 
dT, dl 替换 dA 产生 CIC] fe) 对 TFIID 的 结合 影 
响 不 大 ， 给 出 假设 的 基本 依据 。 

7. TBP 具有 何 种 形状 ? TBP 与 TATA 盒 作 用 
的 几何 学 是 什么 ? 

8. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显示 TBP 对 三 类 启 
动 子 的 转录 是 必需 的 。 

9, 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 在 体外 结合 TFI- 
ID 的 开 类 启动 子 比 结合 TBP 时 活性 更 强 。 

10. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 鉴 定 结合 到 含 TA- 
TA 盒 、 起 始 子 及 下 游 元 件 的 I 类 启动 子 上 
的 TAF。 

11. 描述 DNase 足迹 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 与 
单独 的 TBP 相 比 ，TAFn250 和 TAFn 150 使 足迹 
扩大 。 

12. 图 示 TBP〈 和 其 他 因子 ) h TATA & 
了 类 启动 子 的 相互 作用 。 

13. 全 基因 组 表达 分 析 表 明 TAFn 145 对 酵母 
16% 的 基因 转录 是 必需 的 ，TAFu 17 对 酵母 67% 的 
基因 转录 是 必需 的 。 说 明 这 些 结果 的 基本 原理 。 

14. 给 出 下 列 蛋白 质 与 I 类 前 起 始 复合 物 结合 
的 例子 a. 可 选择 的 TBP; b 丢失 TAFn; c. 无 
TBP 或 TBP X WEA. 
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15. 转录 过 程 中 TFIIA 和 TFIIB 的 显著 作用 是 
什么 ? 

16. 图 示 TBP-TFIIB-RNA RAM [复合 物 与 
DNA 的 结合 ， 显 示 蛋 白质 的 相对 位 置 。 这 些 位 置 与 
蛋白 质 的 功能 有 何 关系 ? 

17. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 绘 出 Rpbl 和 Rpb2 
上 与 TFIIB 的 指 域 和 接头 区 紧密 接触 的 位 点 。 

18. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIIH 而 非 其 
他 通用 转录 因子 ,使 RNA 聚合 酶 磷酸 化 由 IIA 型 转 
变 为 IO 型 ， 还 要 包括 其 他 通用 转录 因子 帮助 TFI- 
IH 其 磷酸 化 作用 的 结果 。 

19. 试 述 TFIIH (ERAK I AY CTD 磷酸 化 的 
实验 并 给 出 结果 。 

20. 试 述 DNA 解 旋 酶 实验 及 如 何 用 解 旋 栈 证明 
TFIIH 与 解 旋 酶 活性 有 关 。 

21. 叙述 少 G 盒 转录 实验 及 如 何 用 它 证 明 在 体 
外 实验 中 与 TFIIH 相关 的 RAD25 DNA 解 旋 酶 活性 
是 转录 所 必需 的 。 

22. 绘 出 I[ 类 前 起 始 复合 物 示意 图 ， 显 示 育 合 
Ki, AZIF DNA, TBP 以 及 TFIIB、TFIIE、TFIIF 
和 TFIIH 的 相对 位 置 ， 并 指出 转录 的 方向 。 

23. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIIS 激活 
RNA EGG [的 转录 延伸 。 

24. 给 出 一 个 模型 ， 显 示 TFIIS 对 转录 停滞 的 
逆转 效应 。TFIIS 的 哪 部 分 最 直接 参与 此 项 任务 ? 
怎么 参与 ? 

25. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 TFIIS 通过 
RNA RAR I WARE. 

26. RNA RAM I 全 酶 的 概念 是 什么 ? RNA 
KAW ENG RNA 聚合 酶 [核心 酶 有 何 区 别 ? 

27. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 1 类 启动 子 的 核 
心 元 件 与 转录 起 始 位 点 之 间 增 加 或 删除 一 些 碱 基 的 
影响 。 

28. 1 类 启动 子 的 哪个 通用 转录 因子 是 装配 因 
子 ? 换 句 话说 ， 哪 个 最 先 结合 上 去 ， 并 且 帮 助 其 他 
的 因子 结合 ? 设计 DNase 足迹 实验 加 以 证 明 ， 并 给 
出 理想 的 结果 〈 不 一 定 与 Tiian 及 同事 的 结果 完全 
一 致 )。 用 图 表示 足迹 中 两 转录 因子 的 相互 影响 。 

29. 叙述 共 纯化 和 免疫 共 沉 淀 实验 ， 显示 SLI 
包含 TBP。 

30. 叙述 在 SL1 中 确定 TAF 存在 的 实验 并 给 出 
结果 。 

31. 如 何 知道 TFIIIA 对 5S rRNA 基因 而 非 
tRNA 基因 的 转录 是 必要 的 ? 

32. Geiduschek 及 同事 用 聚合 酶 I, TFIIB, 
TFIIIC 和 tRNA 基因 进行 DNase 足迹 实验 。 显 示 他 
们 得 到 的 下 列 组 合 的 实验 结果 : 不 加 入 蛋白 质 ， R 


合 酶 和 转录 因子 ;聚合 酶 、 转 录 因 子 及 3 种 NTP。 
从 中 得 出 什么 结论 ? 

33. 经 典 II 类 启动 子 为 内 部 启动 子 。TFIIB 和 
TFIIIC 一 起 在 基因 编码 区 上 游 区 形成 足迹 ， 绘 出 这 
两 种 因子 结合 的 示意 图 ， 并 解释 这 些 结果 。 

34. 做 出 聚合 酶 I 已 经 开始 转录 经 典 II 类 基 
W (如 tRNA 基因 ) 时 ，TFIIB 和 TFIIIC 变化 的 
示意 图 。 该 图 如 何 解释 新 一 轮 的 保 合 酶 II[ 仍 能 继续 
转录 ， 甚 至 当 转录 因子 已 不 再 与 内 部 启动 子 结合 时 。 

35. 叙述 DNase 足迹 实验 及 其 结果 ， 显 示 TFI- 
IB+TFIIIC, 而 非 TFIIIC 自身 保护 tRNA 基因 转录 
起 始 位 点 的 上 游 区 ， 并 显示 用 肝素 剥离 TFIIIC 后 足 
迹 的 变化 。 

36. 叙述 并 给 出 结果 ， 显 示 以 下 过 程 : 一 旦 
TFIIIB 结合 经 典 II 类 基因 ， 它 就 可 以 支持 多 轮转 
录 ， 甚 至 当 TFIINIC (或 TFIIIC 和 TFIIA) 已 从 启 
动 子 上 去 除了 。 

37. 叙述 并 给 出 结果 , 证明 TFIIIC 在 结合 A 盒 
和 B 例 时 的 灵活 性 ， 无论 II[ 类 启动 子 内 A 盒 和 B 
盒 间 距离 远近 。 

38. 图 示 前 起 始 复合 物 与 所 有 三 类 少 TATA & 
启动 子 的 结合 。 区 分 每 种 情况 的 组 装 因子 。 


分 析 题 


1. 假如 你 正在 研究 一 类 新 的 真 核 生物 启动 子 
CIV 类 )， 它 由 新 的 RNA 聚合 酶 IV 识别 。 你 发 现 有 


两 种 通用 转录 因子 是 这 类 启动 子 转录 所 必需 的 。 设 
计 实验 验证 其 中 哪 种 是 装配 因子 ， 哪 种 是 募集 RNA 
聚合 酶 结合 启动 子 所 必需 的 ? 给 出 预期 的 实验 结果 。 

2. 你 发 现 有 一 个 IV 类 转录 因子 含有 TBP, it 
计 实 验 鉴定 这 个 因子 含有 TAF。 

3. 一 些 IV 类 启动 子 含有 两 个 DNA 元 件 X 合 和 
立 盒 ， 另 一 些 则 只 有 X 盒 。 设 计 实 验 鉴 定 与 每 种 启 
动 子 结合 的 TAF. 

4. 将 细胞 与 含有 抑制 TFIIH 蛋白 激酶 活性 的 抑 
制剂 温 育 ， 然 后 进行 体外 转录 与 DNase 足迹 实验 。 
在 转录 的 哪 一 步 会 受阻 ? 什么 实验 能 揭示 出 这 种 阻 
断 作用 ? 你 是 否 仍 期 望 在 启动 子 区 有 一 个 足迹 ? 为 
什么 ? 如 果 是 这 样 ， 与 缺乏 抑制 剂 的 足迹 比较 ， 此 
实验 中 的 足迹 会 有 多 大 ? 

5. 已 知 蛋白 质 X 和 蛋白 质 Y 相互 作用 ， 如 何 定 
位 蛋白 质 X 上 与 蛋白 质 Y 作用 的 具体 区 域 ? 设计 郑 
基 自 由 基 切 割 实验 回答 此 问题 。 
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第 12 章 真 核 生物 的 转录 激活 因子 


转录 因子 p53 与 DNA 靶 位 点 相互 作用 的 计算 机 模型 。 
Courtesy Nicola P. Pauletich, Sloan-Kettering Cancer Center, Science 
(15 July 1994) cover: Copyright © AAAS 


在 第 10 章 和 第 11 章 我 们 学 习 了 真 核 生 物 转录 
的 基本 装置 ，3 RNA 聚合 酶 、 对 应 的 启动 子 以 及 
将 聚合 酶 与 启动 子 联系 起 来 的 通用 转录 因子 ， 但 这 
些 装置 并 不 足以 完成 转录 。 通 用 转录 因子 虽然 能 够 
识别 转录 起 始 位 点 并 指示 转录 方向 ， 但 它们 自身 只 
能 激发 很 低 的 转录 水 平 〈 本 底 水 平 的 转录 )， 而 细胞 
中 活跃 基因 的 转录 通常 要 高 于 本 底 转录 。 为 了 能 够 
增强 转录 ， 真 核 细 胞 另 有 一 类 与 增强 子 〈 一 种 DNA 
元 件 , 第 10 章 ) 结合 的 基因 特异 性 转录 因子 (激活 
因子 ，activator)， 由 激活 因子 产生 的 转录 激活 也 使 
得 细胞 能 够 调控 基因 的 表达 。 

此 外 ， 真 核 DNA 与 蛋白 质 形成 一 种 称 为 染色 
质 的 结构 。 其 中 有 些 是 异 染 色 质 ， 它 们 高 度 浓缩 ， 
RNA 聚合 酶 不 能 与 之 结合 ， 所 以 不 能 转录 。 另 一 些 
是 常 染色 质 ， 同 样 含有 蛋白 质 但 结构 相对 伸展 。 虽 
然 相 对 开放 ， 多 数 常 染 色 质 所 含 基因 在 特定 细胞 中 
由 于 没有 合适 转录 激活 因子 的 开启 也 不 能 转录 。 甚 
至 某 些 蛋白 质 会 覆盖 启动 子 使 其 不 与 RNA 聚合 酶 
和 通用 转录 因子 结合 而 保持 关闭 。 本 章 将 探讨 调控 
真 核 基因 转录 的 激活 因子 ， 在 第 13 章 将 关注 激活 因 
子 、 染 色 质 结构 和 基因 活性 之 间 的 相互 作用 。 


12.1 激活 因子 的 类 型 


转录 激活 因子 可 以 激活 也 可 抑制 RNA RAR IT 
的 转录 。 它 们 至 少 都 有 两 个 基本 的 功能 域 ， DNA 结 
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合 域 (DNA-binding domain) 和 转录 激活 域 (tran- 
scription-activating domain)。 很 多 激活 因子 还 具有 
形成 二 聚 体 的 域 ， 能 使 两 个 单 体 彼此 结合 形成 同 源 
二 聚 体 〈 两 个 相同 单 体 彼 此 结合 ) 、 异 源 二 聚 体 〈 两 
个 不 同 单 体 彼此 结合 ) 或 多 聚 体 〈 如 四 聚 体 )。 有 些 
激活 因子 甚至 还 具有 结合 像 类 因 醇 激素 这 种 效应 分 
子 的 结合 位 点 。 下 面 我 们 讨论 这 3 种 功能 域 的 实例 。 


DNA 结合 域 


蛋白 质 结构 域 是 指 蛋白 质 的 独立 折 玲 单位。 每 
种 DNA 结合 域 都 有 一 个 DNA 结合 模 体 DNA- 
binding motif) ， 模 体 是 结构 域 的 一 部 分 ， 具 有 特定 
的 形状 以 结合 特定 的 DNA。 大 多 数 DNA 结合 模 体 
可 归 为 如 下 几 类 。 
1. 444414 (zinc-containing module), %/> 4 
:类 含 锌 组 件 具 有 DNA 结合 模 体 的 功能 ， 它 们 利 
用 一 个 或 多 个 锌 离子 形成 合适 的 构象 ,使 DNA 结 
合 模 体 的 a 螺旋 能 进入 DNA 双 螺旋 大 沟 ， 并 结合 在 
特定 的 位 置 上 。 这 类 含 锌 组 件 包括 : ORR (Zinc 
finger)， 存 在 于 前 述 的 TFIIIA 和 Spl 转录 因子 中 ， 
@ 锌 组 件 ， 在 糖 皮质 激素 受 体 和 其 他 的 细胞 核 受 体 
PRE: @ 含 2 个 锌 离子 和 6 个 半 胱 氨 酸 组 件 ， 在 
酵母 转录 激活 因子 GALA 及 其 家 族 成 员 中 发 现 。 
2. 同 源 结构 域 (homeodomain，HD)。 含 有 约 60 
个 氨基 酸 ， 与 原核 生物 蛋白 质 中 (如 入 噬菌体 阻 遏 物 ) 
螺旋 -转角 -螺旋 的 DNA 结合 域 在 结构 和 功能 上 类 似 。 
HD 最 早 发 现 于 调控 果 蝇 发 育 的 激活 因子 同 源 盒 蛋 白 


(homeobox protein)， 广 泛 存在 于 各 类 激活 因子 中 。 

3. bZIP 和 bHLH 模 体 。CCAAT 盒 /增强 子 结 
ARA (C/EBP), MyoD 蛋白 〈 肌 细胞 定向 分 化 调 
BAT) 以 及 其 他 真 核 细胞 转录 激活 因子 均 有 一 个 
强 碱 性 DNA 结合 模 体 ， 与 1 或 2 个 蛋白 质 二 聚 化 结 
构 域 (protein dimerization motif) 连接 ， 该 结构 域 
叫做 亮 氨 酸 拉链 (leucine zipper) 和 螺旋 - 环 -螺旋 模 
体 (helix-loop-helix, HLH) [C/EBP 与 CCAAT 44 
合 转录 因子 (CTF, 第 10 章 ) 不 同 ]。 

以 上 所 列 并 非 详尽 无 遗 。 事 实 上 ， 近 来 鉴定 的 
子 不 能 归 和 上述 任何 一 类 。 


大 多 数 激活 因子 只 含有 一 种 转录 激活 域 ， 有 些 
则 有 几 种 激活 域 。 迄 今 为 止 ， 大 多 数 的 转录 激活 域 
可 归 为 如 下 3 种 类 型 。 

1, 酸性 域 (acidic domain) 。 酵 母 转录 激活 因子 
GALA 是 典型 代表 。 在 由 49 个 氨基 酸 组 成 的 激活 域 
中 ， 有 11 个 氨基 酸 为 酸性 氨基 酸 。 

2. 富 谷 氨 酰胺 域 〈glutamine -rich domain). Spl 
转录 激活 因子 有 两 个 这 样 的 功能 域 ， 谷 氨 酰 胺 占 该 
区 氨基 酸 总 数 的 23% 左右。 其 中 一 个 功能 域 在 143 
个 氨基 酸 肽 段 中 含有 39 个 谷 氨 酰胺 。 此 外 ，Spl 还 
有 两 个 转录 激活 域 不 能 列 人 这 三 类 的 任何 一 种 。 

3. EMRA (proline-rich domain)。 如 转录 
激活 因子 CTF， 在 84 个 氨基 酸 组 成 的 功能 域 中 有 
19 EIA. 

由 于 对 转录 激活 域 本 身 并 不 十 分 了 解 ， 所 以 对 
其 描述 只 能 是 模糊 的 。 例 如 ， 酸 性 域 似乎 只 需要 酸 
性 氨基 酸 残 基 来 发 挥 作用 ， 故 用 “酸性 团 ” Cacid 
blob) 来 称呼 这 个 似乎 无 结构 的 域 。 另 一 方面 ，Ste- 
phen Johnston 及 同事 已 证 实 GAL4 的 酸性 激活 域 在 
弱酸 性 溶液 中 趋向 于 形成 一 种 精确 的 构象 一 一 8 折 
登 。 在 体内 弱 碱 性 条 件 下 ， 可 能 也 会 生成 8 折 橙 ， 
但 这 一 点 尚 不 明确 。 将 GALA 酸性 域 中 的 所 有 6 个 
酸性 氨基 酸 除去 后 ， 该 域 仍 保持 35% 的 转录 激活 能 
力 。 这 样 ， 不 仅 酸性 转录 激活 域 的 结构 不 清楚 ， 而 
且 其 酸性 本 质 的 重要 性 也 值得 怀疑 了 。 

带 着 这 一 疑问 ， 很 难 将 转录 激活 域 的 结构 和 功 
能 对 应 起 来 。 此 外 ， 以 后 我 们 将 看 到 Spl 富 谷 氨 酰 
胺 的 转录 激活 域 似乎 要 通过 与 其 他 转录 激活 因子 的 
富 谷 氨 酰胺 区 相互 作用 发 挥 功能 。 


小 结 ” 真 核 细胞 的 转录 激活 因子 至 少 有 两 个 
W: DNA 结合 域 和 转录 激活 域 。DNA 结合 域 包 
含 像 含 锌 组 件 、 同 源 结构 域 、 亮 氮 酸 拉链 和 螺旋 
- 环 -螺旋 等 模 体 。 转 录 激 活 域 有 酸性 域 、 富 谷 氨 
酰胺 域 和 富 膊 氨 酸 域 。 


12.2 激活 因子 内 DNA 结合 模 体 
的 结构 


与 转录 激活 域 相 比 ，DNA 结合 域 的 结构 研究 得 
较 清楚 。X 射线 晶体 衍射 实验 显示 了 这 种 结构 与 靶 
基因 之 间 的 相互 作用 。 此 外 ， 类 似 的 结构 分 析 实 验 
已 反复 证 明 ， 二 聚 化 结构 域 是 促使 蛋白 质 单 体 之 间 
相互 作用 并 最 终 形成 功能 性 二 聚 体 甚 至 四 聚 体 的 主 
要 部 分 。 这 一 点 非常 重要 ， 因 为 DNA 结合 蛋白 大 
多 不 能 以 单 体形 式 结合 靶 基 央 序列 ， 它 们 至 少 得 形 
成 二 聚 体 才能 发 挥 作 用 。 我 们 来 探讨 几 种 DNA 结 
合 模 体 的 结构 ， 以 及 它们 如 何 介 导 与 DNA 的 相互 
作用 。 在 此 过 程 中 我 们 将 发 现 一 些 蛋 白质 分 子 二 聚 
化 的 方式 。 

锌 指 结构 

1985 年 ，Aaron Klug 注意 到 通用 转录 因子 
TFITIA 结构 具有 周期 性 的 重复 。 由 30 个 氨基 酸 残 
基 组 成 的 单元 在 蛋白 质 中 重复 了 9 次 ， 每 个 重复 序 
列 由 一 对 空间 上 彼此 靠近 的 半 胱 氨 酸 紧 随 12 个 其 他 
氨基 酸 ， 后 接 一 对 空间 上 彼此 靠近 的 组 氨 酸 构成 。 
更 重要 的 是 这 种 蛋白 质 富 含 锌 ， 每 个 重复 单元 有 一 
个 锌 离子 。Klug 由 此 预测 锌 指 结构 的 共同 特征 是 ， 
在 每 个 重复 单元 中 通过 一 对 半 胱 氨 酸 和 一 对 组 氨 酸 
与 锌 离子 的 结合 来 形成 一 种 “手指 ” 状 的 结构 域 。 

指 状 结构 (finger structure) Michael Pique 和 
Peter Wright 用 核磁 共振 波谱 确定 非洲 爪 蜡 的 Xfin 
蛋白 ( 某 种 开 类 启动 子 的 激活 因子 ) 的 锌 指 结 构 。 
他 们 发 现 图 12. 1 中 描述 的 并 不 像 指 形 ， 或 者 说 只 是 
“一 根 粗 短 的 手指 ”。 他 们 还 发 现 许 多 不 同 的 指 形 蛋 
白 有 具有 相同 构 型 却 结合 不 同 的 特异 DNA 靶 序 列 ， 
因此 认为 此 类 指 形 结构 自身 并 不 能 决定 DNA 结合 
特异 性 。 这 样 只 能 是 该 指 形 结构 或 相 邻 区 域 的 精确 
氨基 酸 序列 决定 了 DNA 结合 序列 的 特异 性 。Xfin 
锌 指 结构 的 一 个 a 螺旋 (图 12. 1 的 左 侧 ) 包含 几 个 
碱 性 氨基 酸 ， 它 们 看 起 来 都 位 于 与 DNA 接触 的 一 
侧 。 估 计 螺旋 结构 中 的 这 些 氨基 酸 和 其 他 氨基 酸 
共同 决定 了 该 蛋白 的 DNA 结合 特异 性 。 

Carl Pabo 及 同事 用 X 射线 晶体 衍射 实验 获得 了 
DNA 和 小 鼠 蛋白 Zif268 (TFIIIA 类 锌 指 蛋白 的 一 
个 成 员 ) 复合 物 的 结构 。 小 鼠 蛋白 Zif268 被 称 为 
“ 立 早 蛋白 ”(immediate early protein)， 意 即 静 止 其 
细胞 进入 分 裂 期 时 被 最 早 激活 的 基因 之 一 。Zif268 
蛋白 有 3 个 相 邻 的 锌 指 结构 ， 均 嵌入 DNA 双 螺 旋 的 
大 沟 中 。 在 本 章 稍 后 我 们 将 看 到 这 3 个 锌 指 结构 的 
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图 12.1 SENT Xfin 蛋白 的 一 个 锌 指 的 三 维 
立体 结构 。 顶 部 中 心 的 青绿 色 圆 球 代表 锌 ， 黄 
色 圆 球 代表 一 对 半 胱 氨 酸 的 硫 原子 ， 左上 角 蓝 
色 和 绿色 结构 表示 一 对 组 氨 酸 。 紫色 管状 结构 
表示 锌 指 的 骨架 。 (Source: Pique, Michael and 
Peter E. Wright, Dept.of Molecular Biology, 
Scripps Clinic Research Institute, La Jolla, CA. 
(cover photo, Science 245 (11 Aug 1989). ) 


排列 。 现 在 先 来 了 解 一 下 锌 指 本 身 的 三 维 结构 。 图 
12, 2 展示 了 第 一 个 锌 指 的 结构 。 图 中 显示 的 指 形 构 
型 并 不 明显 ， 但 通过 近 距 离 观 察 仍 能 沿 着 标记 虚线 
看 出 大 致 的 指 形 轮廓 。 与 Xfin 锌 指 相同 ， 每 个 
Zif268 指 结构 左边 有 一 个 a 螺旋 ， 它 通过 底部 的 短 
环 与 锌 指 右 边 相 连 ， 形 成 反 向 平行 的 B 折 登 。 不 要 
混淆 B 折 惨 与 指 结 构 , 它 仅 是 指 形 结构 的 一 部 分 。 
中 间 的 锌 离子 (图 中 蓝 色 球 ) 分 别 和 a 螺旋 内 部 的 
一 对 组 氨 酸 及 8B 折 有 从 中 的 一 对 半 胱 氨 酸 在 空间 形成 
对 等 构 型 。3 个 指 形 结构 几乎 完全 一 致 

与 DNA 的 相互 作用 指 形 结构 怎样 与 DNA 靶 
序列 相互 作用 呢 ? 图 12. 3 显示 Zif268 的 3 个 锌 指 均 
与 DNA 双 螺 旋 大 沟 接触 。3 个 指 呈 “C” 形 弯曲 ， 
与 DNA 双 螺 旋 的 凹 槽 匹配 。 所 有 指 都 以 相同 角度 
靠近 DNA， 故 蛋白 质 -DNA 接触 的 几何 形状 极为 相 
似 。 每 个 指 与 DNY 的 结合 依赖 于 = 螺旋 内 氨基 酸 与 
DNA 大 沟 碱 基 间 的 直接 相互 作用 。 详 细 的 氨基 酸 - 
碱 基 相 互 作用 见 第 9 章 。 

与 其 他 DNA 结合 蛋白 的 比较 ”对 许多 DNA 结 
合 蛋 白 的 研究 发 现 了 一 致 的 规律 ， 即 它们 利用 a 螺旋 
与 DNA 大 沟 相 互 作 用 。Zif268 中 的 B 折 又 有 什么 作 
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图 12.2 2268 蛋白 锌 指 1 的 示意 图 。 锌 指 结构 右 
边 是 一 个 反 向 平行 的 B 折 和 登 《 黄 色 )， 左 边 是 "螺旋 
(红色 )。 以 锌 离子 〈 蓝 色 ) 为 中 心 连接 了 R 折 和 登 的 
一 对 半 胱 氨 酸 和 a 螺旋 的 一 对 组 氨 酸 。 虚 线 勾画 出 
T “II” $E. (Source: Adapted from Pavletich, 
N. P. and C.O. Pabo, Zine fingerDNA recognition: 
Crystal structure of a Zif 268-DNA complex at 2. 1 
Å. Science 252; 812, 1991.) 


Æ 12.3 3 个 Zif268 $H tA BB h HERA 
DNA 大 沟 中 。 立 体 柱状 结构 代表 a 螺旋 ， 带 状 
结构 表示 BTA. (Source; Adapted from Pavle- 
tich, N. P. and C. O. Pabo, Zinc fingerDNA rec- 
ognition: Crystal structure of a Zif 268-DNA 
complex at 2. 1 Å. Science 252; 812, 1991. ) 


呢 ? 它 可 能 与 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 的 第 一 个 “螺旋 
的 功能 相同 ， 即 与 DNA 骨架 相 结合 并 帮助 识别 螺旋 
定位 ， 从 而 利于 与 DNA 大 沟 进行 相互 作用 。 

Zif268 与 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 也 有 不 同 之 处 。 
后 者 的 每 个 单 体 只 有 一 个 DNA 结合 域 ， 而 锌 指 蛋 
白 的 DNA 结合 域 由 一 套 组 件 构成 ， 并 由 多 个 锌 指 
与 DNA 相互 作用 。 这 意味 着 此 类 蛋白 质 无 须 像 其 


他 DNA 结合 蛋白 那样 组 成 二 聚 体 或 四 聚 体 后 才能 
结合 DNA， 它 们 自身 有 多 个 DNA 结合 域 。 此 外 ， 
与 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 一 样 ， 多 数 DNA 结合 蛋白 只 
与 DNA 双 螺旋 的 一 条 链 而 非 两 条 链接 触 。 而且， 
对 于 这 种 特定 的 指 形 蛋 白 而 言 ， 大 多 数 接触 发 生 在 
氨基 酸 和 碱 基 之 间 ， 而 不 是 与 DNA 的 骨架 之 间 。 

1991 年 ，Nikola Pavletich 和 Carl Pabo 获得 含 5 
个 锌 指 结构 的 人 GLI 蛋白 与 DNA 的 共 晶 体 结 构图 。 
它 与 3 个 锌 指 结构 的 Zif268 蛋白 形成 了 有 趣 的 对 比 ， 
大 沟 依然 是 DNA 和 锌 指 接触 的 位 点 , 但 其 中 一 个 锌 
指 CBRE 1) 不 与 DNA 接触 此外， 这 两 个 锌 指 - 
DNA 复合 体 的 几何 形状 大 体 相似 ， 锌 指环 绕 DNA 大 
沟 ， 但 在 特定 碱 基 和 氨基 酸 间 不 存在 简单 的 识别 “ 代 
码 ”。 

Avi 锌 指 由 一 个 反 向 平行 的 B 哲 及 紧邻 
的 一 个 a 螺旋 组 成 。B 折 到 中 包含 一 对 半 胱 氨 酸 ， 
a 螺旋 包含 一 对 组 氨 酸 ， 它 们 与 锌 离子 整合 。 氨 
基 酸 与 金属 离子 的 整合 有 助 于 形成 指 状 结构 。 指 
结构 与 其 DNA 革 序 列 的 特异 性 识别 发 生 于 DNA 
双 螺 旋 大 沟 内 。 


GAL4 蛋白 


GALA 蛋白 是 调节 酵母 半 乳 糖 代谢 基因 的 激活 
因子 。GAL4 应 答 基因 包括 一 个 GALA 靶 位 点 〈 转 


录 起 始 位 点 上 游 的 增强 子 区 )， 这 些 靶 位 点 被 称 为 上 
游 激 活 序 列 ( upstream activating sequence, 
UASc)。GAL4 以 二 聚 体形 式 结合 在 UAS; 上 ， 其 
DNA 结合 模 体位 于 蛋白 质 的 前 40 个 氨基 酸 中 ， 二 
聚 化 模 体位 于 第 50 一 94 位 氨基 酸 残 基 之 间 。DNA 
结合 模 体 类 似 锌 指 ， 也 包含 锌 离子 和 半 胱 氨 酸 残 基 ， 
但 其 结构 不 同 ， 表 现在 每 个 模 体 包含 6 个 半 胱 氨 酸 
但 没有 组 氨 酸 ， 锌 离子 与 半 胱 氨 酸 的 比例 是 1: 3。 

Mark Ptashne, Stephen Harrison 及 同事 对 
GALA (只 含 前 65 个 氨基 酸 ) -DNA (人 工 合成 的 
17bp EMAAR) 复合 体 进行 X 射线 晶体 衍 
射 实验 ， 揭 示 了 蛋白 质 -DNA 复合 体 的 几 个 重要 特 
性 , 包括 DNA 结合 模 体 的 形状 、 如 何 与 起 DNA 
相互 作用 以 及 第 50 一 64 位 氨基 酸 残 基 的 部 分 二 聚 
化 模 体 。 

DNA 结合 模 体 图 12.4 描 述 了 二 聚 体 GAL4- 
DNA 复合 体 的 结构 。 每 个 单 体 的 一 端 包 含 一 个 
DNA 结合 模 体 ， 该 模 体 包含 与 两 个 锌 离子 (黄色 
球 ) 结合 的 6 个 半 胱 氮 酸 ， 形 成 双人 金属 殖 基 徐 。 每 
一 模 体 均 特征 性 地 含有 一 个 插入 DNA 双 螺 旋 大 沟 
的 短 a 螺旋 ， 并 在 该 处 进行 特异 性 相互 作用 。 每 个 
单 体 的 另 一 端 是 一 个 利于 二 聚 化 的 螺旋， 这 一 点 
我 们 稍 后 进行 讨论 。 


图 12.4 GALA-DNA 复合 体 的 三 面 观 。(a) 沿 二 重 对 称 轴 观 察 的 复合 体 结构 。 红 色 代表 DNA， 蓝 色 代 
表 蛋 白质 ， 黄 色 球 代表 锌 离子 。3 个 结构 域 的 首尾 氨基 酸 序号 标记 在 上 部 的 单 体 上 。DNA 识别 模 体 从 第 
8 位 氨基 酸 延 伸 至 第 40 位 氨基 酸 ， 接 头 区 在 第 41 一 49 位 氨基 酸 之 间 。 二 聚 化 域 位 于 第 50 一 64 位 氨基 
酸 。(b) 5 〈a) 图 垂直 的 角度 观察 的 复合 体 结构 。 在 左边 中 部 ， 显 示 大 体 平行 的 二 聚 化 元 件 。(c) 与 
图 〈b》 角度 相同 的 空间 填充 模型 。 两 个 GAL4 单 体 的 识别 组 件 分 别 与 DNA 链 的 正 反 面相 接触 。 二 聚 


化 螺旋 域 和 DNA 小 沟 间 有 序 契 合 。 


(Source: Marmorstein，R. ，M. Carey, M. Ptashne, and S.C. 


Harrison, DNA recognition by GAL4; Structure of a protein-DNA complex. Nature 356 (2 April 1992) 


p.411, f. 3. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 
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含 锌 的 DNA 结合 模 体 如 何 发 挥 作用 呢 ? 图 
12. 5a 是 这 种 模 体 的 近 观 图 ， 显 示 6 个 半 胱 氨 酸 、2 


EBT GER) MERIR. H 12. 5b 详 示 
了 识别 组 件 中 的 氨基 酸 和 DNA 碱 基 的 相互 作用 。 


2.5 GALA RAR DNA 识别 组 件 。(a) 识别 组 件 模型 。 蓝 色 代 表 蛋 白质 骨架 ， 黄 色 表 示 锌 离子 ， 


白色 表示 6 个 半 胱 氨 酸 侧 链 (第 11、14、21、28、31 和 38) 与 锌 离子 配 位 结合 ， 识 别 螺旋 的 短片 段 在 
右边 ， 包 括 第 14 个 氨基 酸 残 基 。(b) DNA- 和 蛋白 质 的 特异 结合 涉及 DNA 识别 组 件 。 蓝 色 代表 蛋白 质 骨 
R, 黄色 代表 锌 离子 。 绿 色 表示 与 DNA 碱 基 特 异 结合 的 氨基 酸 侧 链 ， 并 标 以 氨基 酸 序 号 。 图 中 显示 了 
第 17 位 精 氨 酸 的 侧 链 ， 如 果 DNA 片段 比 图 中 显示 的 寒 聚 体 更 长 一 些 ， 则 该 侧 链 就 能 与 DNA 上 的 磷酸 
基 团 形成 氧 键 绿色 虚线 表示 )。[ Source，Marmorstein，R. , M. Carey, M. Ptashne, and S.C. Harri- 
son, DNA recognition by GALA; Structure of a protein-DNA complex. Nature 356 (2 April 1992) 
p.412, f. 4-5. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ] 


二 聚 化 模 体 ”GAL4 单 体 利用 螺旋 的 二 聚 化 
作用 在 左 侧 形 成 平行 的 螺旋 圈 (coiled coil) (图 
12. 4b 和 c)。 此 图 同时 显示 二 聚 化 的 a 螺旋 直 指 
DNA 小 沟 。 在 图 12.4 中 ， 每 个 单 体 DNA 识别 组 件 
和 二 聚 化 组 件 由 一 个 伸展 的 区 域 相 连 。 在 本 章 后 面 
讨论 亮 氨 酸 拉链 结构 和 螺旋 - 环 -螺旋 模 体 时 还 会 涉 
及 螺旋 二 聚 化 模 体 的 其 他 实例 。 

小 结 GALA 蛋白 是 DNA 结合 蛋白 含 锌 家 

族 的 成 员 之 一 ， 但 不 具 锌 指 结构 。 每 个 GAL4 单 

体 包含 6 个 半 胱 氨 酸 及 2 个 锌 离子 形成 双 金 属 殊 

AEE. DNA 识别 组 件 的 短 a 螺旋 插入 DNA 双 螺 

旋 大 沟 并 在 那里 进行 特异 性 相互 作用 。GAL4 单 

体 包含 一 个 a 螺旋 二 聚 化 模 体 ， 能 在 与 其 他 
，GAL4 单 体 相互 作用 时 形成 平行 的 螺旋 卷曲 。 


细胞 核 受 体 


第 三 类 含 锌 组 件 存在 于 细胞 核 受 体 nuclear re- 
ceptor) 中 。 这 些 蛋 白质 与 跨 膜 扩散 的 内 分 泌 信 号 
分 子 类固醇 和 其 他 激素 分 子 ) 相互 作用 ， 形 成 激 
素 - 受 体 复合 物 并 结合 到 增强 子 或 激素 响应 元 件 
(hormone response element) 上 ， 激活 相关 基因 的 转 
录 。 与 我 们 以 前 所 了 解 的 激活 因子 不 同 的 是 ， 这 类 
激活 因子 必须 结合 一 个 效应 分 子 (激素 分 子 ) 才能 
发 挥 激活 作用 。 这 意味 着 它们 必定 有 一 个 重要 区 
域 一 一 激素 结合 域 ， 实 验 结果 也 的 确 如 此 。 
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此 类 激素 有 性 激素 〈 雄 性 激素 和 峻 性 激素 ) 、 孕 
研一 种 孕 激素 ， 常 见 避 孕 药 的 基本 成 分 ) 、 糖 皮质 
激素 (皮质 醇 )、 维 生 素 D (调控 钙 的 代谢 )、 甲 状 
腺 激素 和 视 黄 酸 调控 发 育 过 程 中 基因 的 表达 )。 这 
些 激素 分 别 与 相应 受 体 结合 ， 激 活 特定 的 一 组 基因 。 

传统 分 类 法 将 核 受 体 分 为 三 类 :1 型 受 体 (type 
I receptor) 包括 类 固 醇 激素 受 体 ， 以 糖 皮质 激素 受 
体 〈glucocorticoid receptor) 为 代表 。 缺 乏 激素 配 体 
时 ， 受 体 蛋 白 和 其 他 蛋白 偶 联 共存 于 胞 质 中 。 当 激 
素 配 体 与 I 型 受 体 蛋 白 结 合 时 ， 释 放 偶 联 蛋 白 ， 以 
同 源 二 聚 体形 式 进入 细胞 核 ， 并 结合 到 激素 应 答 元 
件 上 。 如 糖 皮质 激素 受 体 通常 与 热 激 蛋 白 90 
(hsp90) 偶 联 存在 于 胞 质 中 ， 当 它 与 激素 配 体 结合 
后 (图 12. 6)， 构 象 发 生 改 变 ， 并 与 热 激 蛋 白 解 离 ， 
随后 进入 细胞 核 ， 激 活 那些 受 增强 子 【又 称 糖 皮质 
激素 应 答 元 件 〈glucocorticoid response element, 
GRE)] 所 调控 的 基因 。 

Sigler 及 同事 对 糖 皮质 激素 受 体 分 别 结合 两 种 
赛 核 华 酸 的 共 结 晶 复 合体 进行 了 X 射线 衍射 实验 。 
JURE BT IR SAL 2 个 半 - 靶 位 点 (two target 
half-site) ， 中 间 被 3 个 碱 基 隔 开 (正常 情况 )， 另 一 
个 罕 核 苷 酸 与 前 者 不 同 的 是 2 个 半 - 革 位 点 被 4 个 碱 
基 隔 开 (多 一 个 额外 碱 基 )。 正 是 这 一 个 碱 基 的 差 
别 ， 导 致 DNA 与 蛋白 质 相互 作用 的 本 质 产生 了 很 
大 差异 ， 稍 后 我 们 会 谈 及 。 


12.6 糖 皮质 激素 的 作用 。 糖 
皮质 激素 受 体 (GO 与 热 激 蛋白 
90 Chsp90) 结合 ， 以 无 活性 形式 
存在 于 细胞 质 中 。(a) 糖 皮质 激素 
GR) 通过 细胞 膜 扩散 进入 胞 质 ; 


(b) MEE MRS (GR) 结 糖 皮质 (a) 
激素 “ 


合 (分 别 用 红色 和 绿色 表示 ), 构 
象 发 生变 化 ， 释放 hsp 〈 橘 黄 
色 ); (O 激素 - 受 体 复合 物 《HR) 
进入 细胞 核 ， 与 男 一 个 HR 结合 成 
ZR, REST RRMA 
(棕色 ) 上 游 的 激素 响应 元 件 或 增 
强 子 (粉色 ) 结合 ;(d) HRE 
体 与 增强 子 的 结合 ， 激 活 RRN 
头 ) 相关 基因 的 转录 COT). 


图 12. 7a 是 蛋白 质 与 DNA 相互 作用 的 立体 结 
构 ， 显 示 2 个 半 - 靶 位 点 间 含 有 一 个 额外 碱 基 对 的 寡 
核 苷 酸 与 蛋白 质 间 的 相互 作用 。 该 复合 体 有 几 个 明 
显 的 特点 ， @ 结 合 域 二 聚 化 ， 其 中 一 个 单 体 〈 红 色 ) 
与 DNA 形成 特异 性 结合 ， 而 另 一 个 单 体 EE) 
与 DNA 形成 非特 异 结 合 。 在 天 然 DNA 双 螺 旋 中 ， 
靶 序列 半 结 合 位 点 之 间 通 常 被 3 个 碱 基 隔 开 ， 使 两 
个 蛋白 质 单 体 均 与 DNA 之 间 形 成 专 一 性 结合 。 但 
一 对 额外 碱 基 阻碍 了 这 种 完美 结合 。@@ 每 个 结合 模 
体 都 包含 2 个 锌 离子 (黄色 )， 不 像 典型 的 锌 指 结构 
那样 只 含 1 个 锌 离子 。@ 每 个 锌 离子 与 4 个 半 胱 氨 
酸 形成 类 指 (finger-like) (图 中 不 明显 )。@ 结 合 域 
中 的 氨基 端 指 参与 大 部 分 与 芭 序 列 的 相互 作用 。 这 
类 相互 作用 总 涉及 a 螺旋， 它们 在 图 上 看 起 来 像 一 
串 挤 在 一 起 的 方 框 结构。 这 种 a 螺旋 处 于 特异 性 结 
OR 红色) 上 部 锌 离子 的 左边 ， 也 正好 位 于 非特 
异性 结构 域 〈 蓝 色 ) 下 部 锌 离子 的 左边 。 图 12. 7b 
显示 了 识别 螺旋 和 DNA 靶 序列 间 特 异性 氨基 酸 和 
碱 基 间 的 结合 。 在 螺旋 区 外 的 一 些 氨基 酸 也 通过 
DNA 骨架 中 的 磷酸 与 DNA 相 结合 。 

开 型 受 体 甲状腺 激素 受 体 (thyroid hormone 
receptor) 是 典型 的 WARK, EPH, 与 
视 黄 酸 受 体 X (retinoic acid receptor X, RXR) 组 成 二 
聚 体 ， 而 其 中 的 X 以 9 个 顺 式 视 黄 酸 (9-cis retinoic 
acid) 为 配 体 。 这 种 二 聚 体 在 有 或 无 激素 配 体 时 ， 都 
能 结合 靶 序列 。 在 第 13 章 我 们 将 看 到 ， 缺 乏 配 体 时 ， 
WAS 工 型 受 体 的 结合 会 抑制 转录 ， 而 结合 有 配 
体 的 工 型 受 体 则 会 刺激 转录 。 因 此 ， 环 境 条 件 决定 
了 相同 的 蛋白 质 成 为 激活 因子 或 抑制 因子 的 可 能 性 。 


LELI 
激素 受 体 (GR) 
人 


全 
Eh, 


TI 型 受 体 目前 对 II 型 受 体 研究 得 还 不 十 分 
清楚 。 由 于 其 配 体 有 待 鉴 定 ， 因 此 也 被 称 为 “孤儿 
受 体 ”(orphan receptor)。 对 此 类 受 体 的 深入 研究 也 
许 会 将 其 部 分 或 全 部 归属 到 WR IHRER, 

最 后 需要 注意 的 是 ，3 种 含 锌 DNA 结合 组 件 儿 
乎 都 利用 一 个 共同 的 模 体 与 DNA 破位 点 相互 作用 ， 
这 就 是 a 螺旋 。 

小 结 1 型 核 受 体 与 另 一 种 蛋白 质 结合 并 位 
于 细胞 质 中 。 当 外 源 激 素 配 体 与 1 型 受 体 结合 后 ， 
释放 偶 联 的 胞 质 蛋白 ， 并 进入 核 内 与 增强 子 结 
合 ， 行 使 激活 因子 的 功能 。 精 皮质 激素 受 体 是 该 
类 群 的 代表 ， 它 的 DNA 结合 域 有 2 MAR. 
一 个 组 件 含有 大 部 分 与 DNA 结合 相关 的 氨基 酸 
(在 a 识别 螺旋 中 )， 另 一 组 件 则 提供 了 供 蛋 白质 
-蛋白 质 相互 作用 形成 二 聚 体 的 触 点 。I 型 核 受 
体位 于 细胞 核 ， 结 合 在 其 DNA 靶 位 点 上 。 在 缺 
乏 配 体 时 ， 它 们 换 制 基因 活性 ; 与 配 体 结合 后 ， 
则 激活 转录 。IU 型 受 体 是 “孤儿 ” 受 体 ， 它 们 的 
配 体 还 不 清楚 。 


同 源 结构 域 

同 源 结构 域 (homeodomain) 是 在 一 类 激活 因 
子 大 家 族 中 发 现 的 DNA 结合 域 。 由 于 其 编码 基因 
的 区 域 为 同 源 盒 (homeobox) MAK. FMAM 
发 现 于 果 蝇 的 被 称 为 同 源 基 因 的 调控 基因 中 ， 该 基 
因 的 突变 会 引起 果 蝇 肢体 的 移 位 畸形 。 例 如 ， 被 称 
为 触角 足 Cantennapedia) 的 突变 体 ， 腿 长 在 原来 触 
角 所 在 的 位 置 〈 图 12. 8)。 


图 12.7 糖 皮 质 激素 受 体 DNA- 结 合 域 与 其 靶 DNA 间 的 结合 。(a) 显示 氨基 酸 /DNA 以 及 蛋白 质 - 
蛋白 质 相互 作用 的 立体 图 。 左 边 是 DNA， 右 边 是 蛋白 质 的 B 碳 链 。 由 于 在 2 个 靶 序 列 半 结 合 位 点 
之 间 含有 一 对 多 余 碱 基 ， 使 蛋白 质 二 育 体 的 一 个 单 体 ( 红 色 ) 与 DNA 特异 结合 ， 另 一 个 单 体 〈 蓝 
色 ) 与 DNA 非特 异 结合 。 黄 色 球 代表 锌 离子 ， 深 绿色 表示 半 胱 氨 酸 侧 链 ， 浅 绿色 表示 氨基 酸 与 
DNA 的 相互 作用 。 用 带 数 字 的 字母 和 数字 分 别 标记 DNA 碱 基 和 氨基 酸 。 识 别 螺旋 位 于 最 上 部 和 
最 下 部 的 锌 离子 的 左边 。 注 意 ， 二 聚 化 域 的 相互 作用 发 生 在 中 间 两 个 锌 离子 之 间 。(b) 氨基 酸 和 
碱 基 之 间 的 特异 识别 涉及 识别 螺旋 。 一 个 水 分 子 CW) 介 导 461 位 赖 氨 酸 与 DNA 的 一 些 氨 键 结 
合 。( Source: Luisi, BF., W.X.Xu, ZOtwinowski, L.P. Freedman, K.R. Yamamoto, and 
P. B. Sigler, Crystallographic analysis of the interaction of the glucocorticoid receptor with 


DNA. Nature 352 (8 Aug 1991) p.500, f. 4a. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


12.8 果 蝇 触角 足 表 型 。 头 部 原来 生长 触角 的 
位 置 长 出 了 足 。(Source: Courtesy Walter J. Ge- 
hring, University of Basel, Switzerland. ) 


同 源 结构 域 蛋 白 是 DNA 结合 蛋白 中 的 螺旋 -转角 - 螺 
旋 家 族 成 员 。 每 个 同 源 结构 域 蛋 白 包括 3 个 a 螺旋， 
第 二 、 三 螺旋 形成 螺旋 -转角 -螺旋 模 体 ， 第 三 个 螺 
旋 作 为 识别 螺旋 起 作用 。 但 大 多 数 同 源 结构 域 蛋白 
的 N 映 还 有 一 个 不 同 于 螺旋 -转角 -螺旋 的 臂 ， 可 插 
人 DNA 小 沟 。 图 12. 9 显示 来 自 果 蝇 的 一 个 典型 同 
源 框 《由 同 源 框 基因 engrailed 编码 ) 与 DNA WIF 
列 间 的 相互 作用 。 此 图 来 自 于 Thomas Kornberg 和 
Carl Pabo 对 engrailed 蛋白 的 同 源 结构 域 ， 与 含有 其 
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RTE ES AIL SR AOE TE NR ML ES ELE AO X 射线 衍 
射 分 析 结果 。 同 源 结构 域 蛋白 与 DNA 结合 的 特异 
性 较 弱 ， 需 要 其 他 蛋白 质 协助 才能 高 效 、 专 一 地 结 
合 目标 序列 。 


小 结 ” 真 核 细胞 转录 激活 因子 的 同 源 结构 域 
包含 DNA 结合 模 体 ， 其 作用 原理 类 似 原核 细胞 
的 螺旋 -转角 -螺旋 模 体 ， 由 一 个 识别 螺旋 嵌 人 
DNA 大 沟 并 进行 特异 相互 作用 ， 其 N SRE 
入 相 邻 的 DNA 小 沟 内 。 


亮 氨 酸 拉链 和 螺旋 - 环 -螺旋 域 

如 前 述 DNA 结合 域 一 样 ， 亮 氨 酸 拉链 和 螺旋 - 
环 -螺旋 域 (bZIP and bHLH domain) 有 两 个 功能 ， 
结合 DNA 和 二 聚 化 作用 。 其 中 ZIP 和 HLH 分 别 指 
域 中 的 亮 氨 酸 拉链 (leucine zipper) 和 螺旋 - 环 - 螺 旋 
(helix-loop-helix) 部 分 ， 均 为 二 聚 化 模 体 (dimer- 
ization motif)。“b” 指 每 个 域 中 的 碱 性 区 域 ， 构 成 
DNA 结合 模 体 的 主体 。 

我 们 首先 以 亮 氨 酸 拉链 为 例 来 了 解 这 种 兼 具 二 
聚 化 和 结合 DNA 功能 结构 域 。 该 域 由 两 个 多 肽 链 
组 成 :a 螺旋 中 每 隔 7 个 氨基 酸 就 出 现 一 个 亮 氨 酸 


12.9 同 源 结 构 域 -DNA 复合 体 结构 图 。 标 有 数 
字 的 3 个 螺旋 位 于 左边 ，DNA 靶 序列 位 于 右边 。 
显示 识别 螺旋 的 端 部 〈3， 红 色 )， 位 于 DNA 大 沟 
内 。N 端 长 臂 插入 DNA 小 沟 中 ， 显 示 关 键 氨基 酸 
侧 链 与 DNA 相互 作用 。 (Source; Adapted from 
Kissinger, C.R., B. Liu, E. Martin-Blanco, T. B. 
Kornberg, and C. O. Pabo, Crystal structure of an 
engrailed homeodomain-DNA complex at 2. 8 A reso- 
lution; A framework for understanding home- 
odomain-DNA interactions. Cell 63 (2 November, 
1990) p. 582. 5b. ) 


残 基 (HEMKE), ER EREMIE 
都 位 于 螺旋 的 同一 侧 。 这 种 排列 非常 有 利于 两 个 相 
同 蛋白 质 单 体 间 的 相互 作用 ， 使 两 个 “ 螺旋 成 为 拉 
链 的 两 边 。 

为 摘 清亮 氨 酸 拉链 的 结构 ，Peter Kim 和 Tom 
Alber 及 同事 按照 GCN4 〈 酵 母 中 调节 氨基 酸 代谢 的 
转录 激活 因子 ) 的 bZIP 域 合 成 了 一 种 人 工 多 肽 ， 并 
获得 了 共 晶 体 结构 。X 射线 衍射 实验 表明 ， 亮 氨 酸 
拉链 二 聚 化 域 像 一 个 螺旋 线圈 〈 图 12.10)。 由 于 和 氨 
基 端 至 羧基 端的 方向 一 致 〈b 图 ， 从 左 至 右 ) 使 两 
个 a 螺旋 形成 平行 结构 。 图 12. 10a 中 的 螺旋 线圈 直 
接 伸 出 纸 平面 指向 读者 ， 使 螺旋 线圈 中 的 超 螺旋 程 
度 清晰 地 呈现 出 来 。 注意 它 与 GALA 螺旋 二 聚 体 模 
体 的 相似 之 处 图 12. 4) 。 

以 上 晶体 图 主要 显示 未 结合 DNA 的 拉链 结构 ， 
没有 提供 蛋白 质 与 DNA 结合 的 任何 信息 。Kevin 
Struhl 和 Stephen Harrison 及 同事 对 结合 在 DNA 技 
序列 上 的 GCN4 激活 因子 中 的 亮 氨 酸 拉链 域 所 做 的 
X 射线 晶体 衍射 实验 弥补 了 这 一 缺陷 。 图 12. 11 表 
明 ， 亮 氨 酸 拉链 不 仅 将 两 个 单 体 结合 在 一 起 ， 还 将 
结构 域 的 两 个 碱 性 区 置 于 合适 位 置 ， 恰 似 锰 子 或 错 


图 12. 10 亮 氨 酸 拉链 结构 。 (a) Kim 和 Alber 
及 同事 对 一 个 含 亮 氨 酸 拉链 模 体 的 转录 激活 因子 
GCN4 中 的 33 个 氨基 酸 肽 段 进 行 了 X 射线 晶体 衍 
射 实验 .晶体 沿 拉链 二 聚 体 螺 旋 指 向 纸 面 外 。 
(b) 两 个 螺旋 〈 红 色 和 蓝 色 ) 组 成 二 聚 体 的 侧 
面 图 。 因 为 两 个 螺旋 的 N 端 都 在 左边 ， 因 此 组 
成 一 个 平行 的 缠绕 螺旋 。 (Source: (a) O'Shea, 
EK., J.D Klemm, P.S Kim，and T. Alber, 
X-ray structure of the GCNA leucine zipper, a two- 
stranded, parallel coiled coil. Science 254 (25 Oct 
1991) p.541, 人 3 Copyright © AAAS ) 


子 将 DNA RR, SEP AAR HEBUA HEA DNA 大 
沟 内 。 

Harold Weintraub 和 Carl Pabo 及 同事 获得 了 激 
活 因子 MyoD 的 bHLH 域 与 其 DNA 破位 点 结合 的 
复合 体 晶体 结构 ， 与 我 们 前 面 讨论 的 亮 氨 酸 拉链 - 
DNA 复合 体 结构 极其 相似 〈 图 12. 12) 。 螺 旋 - 环 - 螺 
旋 是 二 聚 化 模 体 ， 但 每 个 螺旋 - 环 -螺旋 域 的 长 螺旋 
(螺旋 1) 包含 结构 域 的 碱 性 区 域 ， 像 亮 氨 酸 拉链 那 
样 ， 碱 性 区 与 DNA 大 沟 结合 。 

有 些 蛋 白质 如 瘤 基因 产物 Myc、Max 有 
DHLE-ZIP 域 ， 其 HLH 和 ZIP 模 体 都 邻近 一 个 碱 性 
模 体 。bHLH-ZIP 域 与 DNA 的 作用 方式 类 似 
bHLH 与 DNA 的 作用 方式 。 主 要 差别 在 于 bHLH- 
ZIP 域 可 能 需要 额外 亮 氨 酸 拉链 的 作用 ， 以 确保 蛋 
白质 单 体 的 二 聚 化 。 

小 结 ”bZIP 蛋白 通过 亮 氨 酸 拉链 而 二 聚 化 ， 
使 每 个 单 体 的 相 邻 碱 性 区 域 像 一 把 钳子 一 样 夹 住 
DNA 加 序列 。 类 似 地 ，bHLH 蛋白 通过 螺旋 - 环 
-螺旋 模 体 而 二 聚 化 ， 使 每 个 长 螺旋 的 碱 性 部 分 
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图 12.11 GCN4-DNA 复合 体 的 亮 氨 酸 拉链 模 体 
的 晶体 结构 。DNA (红色 ) 含 亮 氨 酸 拉链 模 体 
(黄色 ) 识别 的 靶 序 列 。 注 意 蛋白 质 单 体 之 间 相 
互 作 用 的 螺 线 圈 的 本 质 以 及 紧 抓 DNA 的 蛋白 质 
分 子 的 钳 状 外 形 。(a) DNA 的 侧面 观 ;(b)DNA 


的 端 面 观 。( Source: Ellenberger, T.E. , 
C. J. Brandl, K. Struhl, and S.C. Harrison, The 
GCN4 basic region leucine zipper binds DNA as a 
dimer of uninterrupted alpha helices: Crystal 
structure of the protei DNA complex. Cell 71 
(24 Dec 1992) p. 1227, f. 3a-b. Reprinted by per- 
mission of Elsevier Science. ) 


HHE DNA RYA, WIR bZIP 蛋白 那样 。BHLH 
和 bHLH-ZIP 域 都 以 相同 方式 结合 DNA HFA, 
但 后 者 由 于 其 亮 氨 酸 拉链 而 有 额外 的 二 聚 化 潜 
Ae 


12.3 激活 因子 各 结构 域 的 独立 
性 


我 们 已 经 看 到 了 几 种 激活 因子 的 DNA 结合 
和 转录 激活 域 。 蛋 白质 的 这 些 结构 域 彼此 独立 折 玖 ， 
形成 特定 的 三 维 结构 ， 独 立行 使 功能 。 为 了 揭示 其 
独立 性 ，Roger Brent 和 Mark Ptashne 利用 一 种 蛋白 
质 的 DNA 结合 域 和 另 一 种 蛋白 质 的 转录 激活 域 构 
建 了 一 种 嵌 合 体 〈chimeric) 。 该 杂 合 蛋 白质 仍 能 作 
为 激活 因子 起 作用 ， 其 特异 性 由 DNA 结合 域 决定 。 

他 们 用 编码 GALA 和 LexA 两 种 蛋白 质 的 基因 
构建 了 重组 体 。 我 们 已 经 学 习 了 GALA 的 DNA 结 
合 域 和 转录 激活 域 。LexA 是 原核 生物 的 阻 坎 物 ， 
与 lexA 操纵 子 结合 并 阻 抑 下 游 基因 的 转录 。LexA 
没有 转录 激活 域 ， 没 有 转录 激活 功能 。 他 们 构建 了 
包含 GAL4 转录 激活 域 和 LexA DNA 结合 域 的 重组 

2290» 


(b) 


图 12.12 MyoD 的 bHLH #8408 DNA 序列 复合 
体 的 晶体 结构 。 (a) “螺旋 以 卷曲 带 状 结构 表示 ， 
(b) a 螺旋 以 圆柱 体 表 示 。(Sourre Ma, 
PCM, M.A Rould, H. Weintraub, and 
C. O. Paol, Crystal structure of MyoD bHLH do- 
main- DNA complex: Perspectives on DNA recogni- 
tion and implications for transcriptional activa- 
tion. Cell 77 (6 May 1994) p.453, f. 2a. Reprinted 
by permission of Elsevies Science. ) 


基因 。 为 了 分 析 重 组 基因 所 编码 蛋白 质 产物 的 活性 ， 
他 们 将 如 下 两 个 质粒 转 人 酵母 细胞 。 一 个 包含 编码 
LexA-GALA 融合 蛋白 的 重组 基因 ， 产 生 杂 合 产物 。 
另 一 个 包含 能 响应 GALA 的 启动 子 (GALI 基因 或 
CYC1 基因 启动 子 )， 并 连接 有 大 肠 杆菌 ELR 
酶 作为 报告 基因 (第 5 章 )。GAL4 响应 启动 子 的 转 
录 越 活跃 ， 产生 的 BOR FLT ERS. MAWE p 
半 乳 糖苷 酶 的 量 可 检测 目的 基因 的 转录 效率 。 

完成 这 一 实验 还 需要 嵌 合 蛋白 的 DNA 结合 位 
点 。GAL4 通常 可 以 结合 到 UAS: 上 游 的 增强 子 序 
列 。 但 嵌 合 蛋白 不 能 识别 这 个 位 点 ， 该 蛋白 质 只 有 
LexA DNA 结合 域 。 为 了 诱导 GALI 启动 子 对 激活 
的 响应 ,需要 引入 LexA 基因 DNA 结合 域 的 靶 序 


列 。 因 此 ， 他 们 用 ,erA RAFET UAS: 序列 。 
值得 注意 的 是 ， 醉 母 细胞 中 没有 tezA 操纵 子 ， 只 是 
为 了 实验 的 目的 才 进行 了 以 上 操作 。 现 在 的 问题 是 : 
幅 合 蛋白 能 激活 GALI 基因 转录 吗 ? 
答案 是 肯定 的 , 图 12. 13 对 此 做 了 说 明 。3 
个 用 于 测试 的 质粒 分 别 包含 UVAS, TEAN 
点 , 含 lerA 操纵 子 。 转 录 激 活 因 子 是 LexA- 
GAL4 (如 前 所 述 ),， 或 LexA (作为 阴性 对 照 )。 
因为 酵母 细胞 自身 可 产生 GALA, 它 可 通过 
UAS 行使 转录 激活 作用 ， 因 此 在 UAS 存在 时 


(a) GAL4 


(c) LexA-GAL4 
-s 
J LGAL M) 


(图 12. 13a) ， 无 论 用 哪 种 激活 因子 ， 都 可 以 产生 
AR BEAL. TBE DNA 结合 位 点 时 ， 
酵母 细胞 不 产生 f 半 乳糖 苷 酶 〈 图 12. 13b) 。 最 
后 , lezrA 操纵 子 蔡 换 UAS; 序列 〈12.13c)， 
LexA-GAL4 说 合 蛋白 激活 的 BE FLEE EN RA 
效率 是 LexA 的 500 倍 。 因 此 ， 用 一 种 与 GAL4 
完全 不 相关 的 蛋白 质 结合 域 取 代 GAL4 的 结合 
域 , 可 产生 有 活性 的 转录 激活 因子 。 这 表明 
GALA 的 转录 激活 域 和 DNA 结合 域 可 以 彼此 独立 
行使 功能 。 


B- 半 乳糖 苷 酶 (单位 ) 
Lexa LexA-GAL4 一 转录 因子 
1800 1800 
0 0 
<1 520 


W 12.13 媒 合 激活 因子 的 转录 活性 。Brent 和 Ptashne 将 两 种 质粒 导 人 酵母 细胞 四 编码 LexA- 
GALA 蛋白 的 质粒 ， 产 生 包 含 GALA 转录 激活 域 (绿色 ) 和 LexA 的 DNA AAR GEE) 的 杂 
AHA: OR a~c 显示 3 种 质粒 ， 每 种 质粒 的 GALI 基因 启动 子 都 与 大 肠 杆 菌 lacZ 报告 某 因 相 
连 。 以 及 半 乳糖 苷 酶 〈 右 侧 给 出 ) 的 产量 指示 启动 子 活性 。 (a) 有 UAS 元 件 时 ， 转 录 非 常 活 


有 跃 ， 且 不 依赖 新 梁 加 的 转录 激活 因子 ， 因 为 内 在 的 GALA 可 通过 UAS 激活 转录 ; 
DNA WALA, LexA-GAL4 融合 蛋白 不 能 与 GAL1 启动 子 附近 的 序列 结合 ， 


(b) 没有 
AMG Rs 


Co) lexA 操纵 基因 存在 时 ，LexA-GAL4 融合 蛋白 可 以 极 大 地 激活 基因 转录 。LexA 的 DNA 结 
合 域 可 与 lezA 操纵 基因 结合 ， 而 GALA 转录 激活 域 可 通过 GALT 启动 子 增强 目的 基因 的 转录 。 


ANG WORF REA HY DNA 结合 域 和 转录 
激活 域 是 相互 独立 的 组 件 。 可 以 构建 一 种 杂 合 
白 ， 兼 具 一 种 蛋白 质 的 DNA 结合 域 和 另 一 种 蛋 
白质 的 转录 激活 域 ， 并 证 明 此 杂 合 蛋白 仍 具有 激 
活 因子 的 功能 


12.4 激活 因子 的 功能 


在 原核 生物 中 ，RNA 聚合 酶 核心 酶 无 法 起 始 实 
质 性 的 转录 ， 而 RNA 育 合 酶 全 酶 能 催化 本 底 水 平 
的 转录 。 但 弱 启 动 子 引发 的 本 底 水 平 转录 常常 不 能 
满足 正常 的 生理 需求 ， 因 此 细胞 中 的 转录 激活 因子 
通过 所 谓 的 召集 作用 Crecruitment) 来 提高 转录 水 
平 。 召 集 作用 能 促使 RNA 聚合 酶 全 酶 与 启动 子 的 


紧密 结合 。 

真 核 生物 转录 激活 因子 也 介 导 RNA 聚合 酶 全 
酶 与 启动 子 结 合 ， 但 不 像 原核 生物 转录 激活 因子 那 
样 直接 。 真 核 转录 激活 因子 刺激 通用 转录 因子 及 
RNA 聚合 酶 与 启动 子 结 合 。 图 12. 14 中 的 两 个 假说 
或 许可 以 解释 这 种 召集 作用 ，@ 通 用 转录 因子 促使 
前 起 始 复合 物 逐 步 形 成 ; @ 通 用 转录 因子 和 其 他 蛋 
白质 与 RNA 集合 酶 I 全 酶 结合 后 ， 一 起 被 召集 到 
启动 子 上 。 实 际 情况 也 许 是 两 种 假说 的 结合 。 无 论 
如 何 ， 召 集 作用 的 发 生 需 要 通用 转录 因子 和 转录 激 
活 因子 的 直接 接触 【尽管 在 本 章 后 面 ， 我 们 会 看 到 
一 些 激活 因子 需要 借助 辅 激活 因子 (coativator) 的 
帮助 与 通用 转录 因子 结合 ]。 转 录 激 活 因子 将 与 哪些 
通用 转录 因子 接触 呢 ? 研究 结果 显示 很 多 因子 都 可 
能 是 其 结合 的 目标 ， 但 最 早 发 现 的 是 TFIID 因子 。 
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图 12. 14 


酵母 前 起 始 复合 物 组 分 的 两 种 召集 模型 。(a) 召集 作用 的 传统 观点 。 在 体外 ， 前 起 始 复合 


物 组 分 的 逐步 加 入 。CTD 指 聚 合 酶 EKE C 端 结构 域 。 (b) 聚合 酶 全 酶 的 召集 。TBP 首先 与 


靶 序列 结合 ， 然 后 聚合 酶 全 酶 结合 ， 形 成 前 起 始 复合 体 。 


(Source; Adapted from Koleske, A. J. and 


R. A. Young, An RNA polymerase II holoenzyme responsive to activators. Nature 368: 466, 1994. ) 


TFIID 的 召集 作用 


Keith Stringer、James Ingles 和 Jack Greenblatt 
在 1990 年 用 一 系列 实验 鉴定 了 能 与 疱疹 病毒 转录 因 
子 VP16 的 酸性 转录 激活 域 结合 的 转录 因子 。 研 究 
人 员 表 达 了 VP16 转录 激活 域 和 金黄 色 葡 萄 球菌 蛋 
白 A 的 融合 蛋白 ， 其 中 金黄 色 葡 萄 苗 蛋 白 A 可 以 专 

-地 与 免疫 球 蛋白 IgG 紧密 结合 。 将 这 种 融合 蛋白 
《或 仅 含 蛋白 A) 固定 在 IgG 凝 胶 柱 上 ， 并 用 这 种 亲 
和 层 析 柱 筛选 与 VP16 转录 激活 域 相互 作用 的 蛋白 
质 。 实 验 中 他 们 将 HeLa 细胞 核 提 取 物 通过 蛋白 A 
层 析 柱 或 蛋白 A/VP16 转录 激活 域 融合 蛋白 凝 胶 层 
析 柱 ， 然 后 用 截断 转录 (第 5 章 ) 验证 各 种 洗 脱 组 
分 在 体外 精确 转录 腺 病毒 主要 晚期 基因 的 能 力 。 结 
果 显 示 ， 流 过 蛋白 A 柱 的 提取 液 仍 足以 支持 转录 ， 
表明 没有 重要 因子 与 蛋白 质 A 非特 异性 结合 。 
是 ， 流 过 蛋白 A/VP16 激活 域 蛋白 柱 的 提取 液 无 转 
录 激 活 能 力 ， 除 非 将 结合 于 亲 和 柱 中 的 蛋白 质 重新 
加 入 。 结 果 表 明 ， 某 种 或 某 些 体外 转录 必需 因子 与 
VP16 转录 激活 域 发 生 了 结合 。 

Stringer 及 同事 在 早先 的 实验 中 发 现 TFIID 是 
体外 转录 体系 的 限 速 因 子 。 由 此 他 们 猜测 与 亲 和 柱 
结合 的 蛋白 质 是 TFIID。 为 了 验证 这 一 点 ， 他 们 用 
加 热 的 方法 耗 尽 核 提取 物 的 TFIID， 然 后 将 结合 蛋 
白 A 亲 和 柱 或 蛋白 A/VP16 转录 激活 域 的 亲 和 柱 的 
成 分 加 回 到 热处理 过 的 核 提取 物 中 。 图 12. 15 RA, 
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蛋白 A 柱 的 结合 物 不 能 饮 复 TFIID 耗 尽 的 核 提取 物 
的 转录 活性 ， 而 蛋白 A/VP16 转录 激活 域 亲 和 柱 的 
结合 物 可 恢复 其 转录 活性 。 说明 TFIID 是 结合 
VP16 转录 激活 域 的 因子 。 

为 进一步 验证 上 述 结论 ，Stringer 及 同事 首先 
证 明 结合 VP16 转录 激活 域 的 物质 在 DEAE 纤维 素 
离子 交换 层 析 柱 的 表现 与 TFIID 因子 相似 。 然 后 ， 
用 VP16 转录 激活 域 亲 和 柱 的 结合 物 测试 在 模板 转 
换 实验 (template commitment experiment) 中 取代 
TFIID 的 能 力 。 先 在 一 个 模板 上 形成 转录 前 起 始 复 
合 物 ， 然 后 加 入 另 一 个 模板 看 是 否 能 被 转录 。 在 该 
实验 条 件 下 ， 转 录 第 二 个 模板 需 依赖 TFIID 因子 。 
结果 发 现 ，VP16 转录 激活 域 结合 物 可 以 将 转录 转 
换 到 第 二 个 模板 上 ， 而 蛋白 A 柱 的 结合 物 则 不 具有 
这 种 功能 。 利 用 酵母 细胞 核 提 取 物 的 相同 实验 也 提 
供 了 强 有 力 的 证 据 ， 说 明 该 实验 体系 中 TFIID 是 
VP16 转录 激活 域 的 重要 靶 因 子 。 

小 结 在 亲 和 层 析 条 件 下 ,疱疹 病毒 的 转录 | 
激活 因子 VP16 的 酸性 激活 域 与 TFIID 结合 。 


聚合 酶 全 酶 的 召集 


在 第 11 章 我 们 学 过 ，RNA RAB I HUSH 
形式 从 真 核 细胞 中 分 离 出 来 。 全 酶 是 包含 一 组 通用 
转录 因子 和 其 他 多 肽 的 复合 体 。 迄 今 为 止 ， 我 们 的 
讨论 都 基于 转录 激活 因子 以 每 次 召集 一 个 通用 转录 
因子 的 方式 形成 起 始 复合 物 前 体 。 但 也 许 转录 激活 


对 照 加 热 提取 物 
M |- pAVP161- pA VP16| 加 入 的 洗 脱 物 
n 


一 -536nt 


a b c d è f 


图 12. 15 酸性 转录 激活 域 和 TFIID 结合 的 证 据 。 
Stringer 及 同事 用 含有 蛋白 A/VP16 转录 激活 域 
融合 蛋白 ,或 仅 含 蛋白 A 的 亲 和 层 析 柱 对 HeLa 
细胞 提取 物 进行 分 离 。 然 后 洗 脱 结合 在 层 析 柱 上 
的 蛋白 质 ， 测 试 洗 脱 物 对 热处理 破坏 了 TFIID 的 
核 提取 物 恢复 体外 失控 转录 的 能 力 。 泳 道 a~c 为 
核 提取 物 未 经 热处理 的 对 照 。TFIID 有 活性 ， 所 
有 泳 道 都 显示 转录 活性 。 泳 道 4~f 为 加 热处理 的 
核 提 取 物 ， 并 加 入 下 列 物质 : 不 加 任何 因子 
(—), KARA A 柱 的 洗 脱 物 (PA. KARA 
蛋白 柱 的 洗 脱 物 〈VP16)。 只 有 来 自 VP16 融合 
蛋白 柱 的 洗 脱 物 可 替代 缺失 的 TFIID， 精 确 起 始 
失控 转录 ， 获 得 预期 长 度 〈536nt) 的 转录 物 。 因 
此 ， 在 亲 和 层 析 柱 中 ，TFIID 一 定 与 VP16 转录 
激活 域 结 合 了 。 (Source: Stringer, K.F., C. 
J. Ingles, and J. Greenblatt, Direct and selective 
binding of an acidic transcriptional activation do- 
main to the TATA-box factor TFIID. Nature 345 
(1990) f.2, p. 784. Copyright © Macmillan Mag- 
azines Lid. ) 


因子 将 全 酶 作为 一 个 整体 来 召集 ， 其 他 的 少数 因子 
再 单独 结合 到 启动 子 上 。 有 证 据 表 明 ， 的 确 存在 对 
全 酶 的 召集 。 

1994 4, Anthony Koleske 和 Richard Young 从 
酵母 细胞 中 分 离 出 含 聚合 酶 I、TFIIB、TFIIF 和 
TFIIH， 以 及 SRB2、4、5 和 6 的 全 酶 。 他 们 进一步 
证 实 这 种 全 酶 在 TBP 和 TFIIE 协助 下 ， 可 以 在 体外 
精确 转录 带 有 CYC] 基因 启动 子 的 模板 。 还 证 明 嵌 
合 转录 激活 因子 GAL4-VP16 可 以 激活 此 全 酶 的 转 
录 。 由 于 实验 提供 的 是 完整 聚合 酶 全 酶 ， 因 此 ， 后 
面 这 一 发 现 提示 激活 因子 召集 完整 的 聚合 酶 全 酶 到 
启动 子 上 ， 而 不 是 在 启动 子 上 一 次 一 个 地 组 装 (图 
12.14). 

1998 E, PRAGMA MAA DPS BI 
合 酶 全 酶 ， 其 蛋白 质 组 成 各 异 。 有 些 全 酶 含有 大 多 
数 或 者 全 部 通用 转录 因子 和 许多 其 他 蛋白质。 


Koleske 和 Young 推测 ， 酵 母 聚 合 酶 全 酶 包含 RNA 
RAB Ml, PSP 〈mediator， 辅 激活 因子 复合 物 ) 
和 除了 TFIID、TFIIE 外 的 所 有 通用 转录 因子 。 理 
论 上 ， 此 聚合 酶 全 酶 可 作为 前 体 单 元 整体 被 召集 ， 
或 分 批 被 召集 。 

聚合 酶 作为 整体 被 召集 的 证 据 1995 年 ，Mark 
Ptashne 及 同事 为 聚合 酶 全 酶 的 召集 模型 增添 了 另 一 
个 强 有 力 的 证 据 。 他 们 做 了 如 下 分 析 ， 如 果 全 酶 以 
整体 被 召集 ， 则 激活 因子 (结合 在 启动 子 附近 ) 的 
任意 部 分 和 全 酶 的 任意 部 分 之 间 的 相互 作用 应 该 能 
召集 全 酶 到 启动 子 上 。 这 种 蛋白 质 间 的 相互 作用 无 
须 激活 因子 的 转录 激活 域 ， 也 无 须 激活 因子 在 通用 
转录 因子 的 靶 位 点 参与 ， 激 活 因 子 和 素 合 酶 全 酶 之 
间 的 任何 接触 都 应 导致 转录 激活 。 而 另 一 方面 ， 如 
果 前 起 始 复合 物 一 次 一 个 蛋白 质地 进行 组 装 ， 那 么 
在 激活 因子 和 全 酶 的 非 关键 成 分 间 的 非 正常 互 作 就 
不 会 激活 转录 。 

Ptashne 及 同事 利用 一 次 碰巧 机 会 验证 了 这 些 预 
测 。 他 们 以 前 曾 分 离 到 一 种 酵母 突变 体 ， 其 全 酶 蛋 
Á (GALID 中 的 点 突变 改变 了 单个 氨基 酸 。 他 们 
将 该 蛋白 质 命名 为 GAL11P (P 表示 增 效 子 potenti- 
ator) 。 因 为 它 对 激活 因子 GALA 的 弱 突变 型 产生 了 
很 强 的 响应 。 结 合生 化 和 遗传 方法 ， 他 们 找到 了 
GAL11P 增 效 的 原因 是 能 够 与 GALA 的 二 聚 化 域 
(第 58 一 97 位 氨基 酸 之 间 ) 的 一 个 区 域 结合 .由 于 
GALI] (或 GALI1P) 是 全 酶 的 一 部 分 ，GALI1P 
45 GALA 间 的 新 结合 可 将 全 酶 召集 到 GALA 应 答 的 
启动 子 上 ， 如 图 12. 16 所 示 。 之 所 以 称 这 种 结合 为 
“新 的 "， 是 因为 GALP 参与 结合 的 部 位 在 正常 情 
况 下 是 无 功能 的 ，GAL4 参与 的 部 位 在 二 聚 化 域 而 
不 是 激活 域 。 正 常情 况 下 这 两 个 蛋白 质 区 域 不 会 发 
生 任 何 形式 的 结合 。 
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12.16 GALIIP 通过 GALA 二 聚 化 域 召 集聚 
合 酶 全 酶 的 模型 。 在 聚合 酶 全 酶 中 ，GAL4 的 二 
RAC REMI) 结合 GAL11P GKE), 使 
聚合 酶 全 酶 与 TFIID 一 起 结合 在 启动 子 上 ， 激 活 
MARR. 


i T UAS, 下 


为 验证 GALA 第 58 一 97 位 氨基 酸 之 间 的 区 域 是 
GALIIP 转录 激活 的 关键 ，Ptashne 及 同事 进行 了 以 
下 实验 。 他 们 克隆 构建 了 编码 GALA 的 58~97 位 氨 
基 酸 区 段 和 LexA 的 DNA 结合 域 的 融合 蛋白 质粒 ， 
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并 将 其 与 另外 两 种 质粒 一 起 导 和 人 酵母 细胞 。 一 个 编 
码 GAL11 或 编码 GALI1P， 另 一 个 带 有 LexA 的 两 
个 结合 位 点 ,位 于 GAL] 启动 子 上 游 ， 驱 动 下 游 大 
肠 杆菌 lacZ 报告 基因 。 图 12. 17 总 结 了 该 实验 结 
果 。 当 全 酶 含有 野生 型 GAL11 Bt, LexA-GAL4 
《58 一 97) 蛋白 无 激活 因子 功能 (图 12. 17a) ， 当 全 
酶 含有 GALI1P 时 ，LexA-GAL4 (58~97) 蛋白 有 
激活 因子 作用 (图 12. 17b) 。 

如 果 激 活 作 用 确实 是 由 于 LexA-GAL4 (58~ 
97) 和 GAL11P 之 间 的 相互 作用 引起 ,那么 将 
LexA 的 DNA 结合 域 与 GAL11 融合 也 应 该 激活 转 
录 ， 如 图 12. 17c 所 示 。 实 际 上 ， 这 样 构建 的 载体 确 
实 有 激活 效应 ， 与 假设 一 致 。 因 为 LexA 已 经 与 
GALI] 共 价 连接 了 ,无 须 再 发 生 新 的 像 LexA- 
GALA # GALLIP 之 间 的 互 作 。 

对 这 些 结果 最 简单 的 解释 就 是 ， 至 少 在 这 一 体 
系 中 ， 转 录 激 活 可 通过 召集 聚合 酶 全 酶 ， 而 非 单个 
通用 转录 因子 来 实现 。 有 一 种 可 能 但 不 常见 的 情况 ， 
即 GAL11 是 一 种 特殊 蛋白 ， 它 的 召集 作用 引起 前 起 
始 复合 物 的 逐步 组 装 。 我 们 更 倾向 于 认为 激活 因子 
和 全 酶 中 任意 组 分 间 的 相互 作用 都 能 召集 全 酶 ， 从 
而 激活 转录 。Ptashne 及 同事 承认 TFIID 是 前 起 始 
复合 物 的 必要 组 分 ， 但 显然 不 是 酵母 全 酶 的 组 成 部 
分 。 他 们 提议 ， 在 该 实验 中 TFIID 可 能 与 全 酶 协同 
结合 到 启动 子 上 。 

至 少 有 两 个 证 据 表明 全 酶 并 不 作为 整体 被 召集 。 
首先 ，David Stillman 及 同事 做 了 各 种 因子 结合 酵母 
HO 启动 子 区 的 动力 学 实验 .结果 表明 ， 全 酶 的 一 
部 分 ， 即 中 介 物 ， 早 在 RNA RAN II 全 酶 结合 的 
Gi 期 就 与 启动 子 结 合 了 。 因 此 ， 至 少 对 酵母 的 这 一 
启动 子 来 说 ， 全 酶 肯定 不 是 以 整体 结合 的 。 

其 次 ，Roger Kornberg 及 同事 分 析 ， 如 果 全 酶 
以 一 个 整体 与 启动 子 结合 ， 那 么 在 细胞 中 全 酶 各 组 
分 的 含量 应 大 致 相等 。 他 们 知道 测定 细胞 中 蛋白 质 
含量 很 困难 ， 不 能 通过 检测 mRNA 水 平 来 获得 结 
果 ， 因 为 在 转录 后 的 加 工事 件 有 许多 变化 ， 如 mR- 
NA 降解 及 核 输出 等 。 的 确 ，mRNA 的 浓度 与 其 相 
应 蛋白 质 产物 的 浓度 可 能 与 预期 值 偏差 20 一 30 倍 。 
可 以 通过 双向 凝 胶 电 泳 分 离 蛋 白质 ， 并 通过 质谱 仪 
确定 其 浓度 《第 24 章 )， 但 该 方法 对 于 在 体内 浓度 
很 低 的 转录 因子 类 型 的 蛋白 质 不 够 灵敏 . 

因此 ，Kornberg 及 同事 选择 了 一 种 兼 具 高 灵敏 
度 和 准确 性 的 方法 。 他 们 先 用 基因 克隆 技术 ， 将 
“TAP” 标 签 附加 在 编码 聚合 酶 I 全 酶 不 同 组 分 的 
基因 上 ， 包 括 RNA RARI, HPS 种 通用 转 
RAY. TAP 标签 包含 葡萄 球菌 蛋白 A (第 4 章 ) 
的 可 结合 抗体 IgG 的 区 域 。 然 后 对 携带 编码 TAP 标 
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图 12.17 GALIIP 和 GALII-LexA 的 激活 作用 。 
Ptashne 等 用 一 个 包含 lerA 操纵 基因 (驱动 lacZ 
转录 ， 位 于 启动 子 上 游 50bp 处 ) 的 质粒 和 下 列 质 
粒 转 染 真 核 细胞 ，(a) 一 个 编码 GALA 58 一 97 位 氨 
基 酸 和 LexA 的 DNA 结合 域 的 质粒 ， 以 及 编码 野 
生 型 GAL11 的 质粒 ; (b) 一 个 编码 GALA 的 58~ 
97 位 氨基 酸 和 LexA 的 DNA 结合 域 的 质粒 ， 以 及 
编码 GAL11P 的 质粒 ; 《〈c) 一 个 编码 GALI] 和 
LexA 的 DNA 结合 域 的 质粒 。 他 们 检测 了 lacZ 的 
产物 一 一 B 半 乳糖 苷 酶 的 产量 。 结果， (a) GALA 
(58~97) 区 不 与 GALI] 相互 作用 ， 因 此 不 发 生 转 
Æ: (b) GALA (58~97) 区 与 GALI1P 结合 ， 召 
集聚 合 酶 全 酶 到 启动 子 上 , 所 以 激活 转录 ; 
(c) LexA-GALI11 融合 蛋白 能 结合 到 lerA 操纵 基因 
E, 召集 聚合 酶 全 酶 到 启动 子 上 ， 从 而 激活 转录 。 
(Source: Adapted from Barberis A., J. Pearlberg, 
N.Simkovich, S Farrell, P. Resnagle, C. Bamdad, 
G. Sigal, and M Ptashne, with a component of the pol- 
ymerase II holoenzyme suffices for gene activation. Cell 
81: 365, 1995.) 


记 和 蛋白 基因 的 酵母 菌株 提取 物 进行 斑点 印迹 ， 用 抗 
过 氧化 物 酶 抗体 进行 探测 。 印 迹 膜 中 蛋白 质 上 的 
TAP 标签 与 抗体 结合 ， 它 们 再 与 后 加 入 的 过 氧化 物 
酶 结合 ， 使 氧化 物 酶 底 物 变 成 一 种 可 被 成 像 仪 检测 
的 化 学 发 光 物质 (第 5 章 ) 。 

胶片 上 斑点 的 强度 与 印迹 膜 中 TAP 标记 蛋白 的 
浓度 正 相关 。 对 各 种 提取 物 进行 一 系列 稀释 ， 根 据 
标准 蛋白 GST-TAP 的 一 个 已 知 含量 的 印迹 结果 ， 
可 将 斑点 的 不 同 强度 换算 成 细胞 中 各 蛋白 质 的 浓度 。 
图 12. 18 显示 了 实验 结果 。 很 明显 , 无 TAP 标记 的 


非常 重要 。 从 图 中 还 看 到 ，RNA 聚合 酶 了 的 含量 远 
比 Med8 (中 介 物 的 亚 基 之 一 ) 多 。 定 量 结果 (图 
12. 18b) 显示 ，Rpb3 含量 是 中 介 物 或 TFIIH 亚 基 的 
5~6 f%. 表 12.1 列举 了 TFIIF, TRIE, TFIIB, 
TFIID 以 及 图 12. 18 中 所 列 蛋 白质 的 定量 值 。 表 中 又 
一 次 显示 RNA 育 合 酶 比 其 他 因子 的 量 更 高 ， 而 其 中 
4 个 通用 转录 因子 的 量 比 中 介 物 或 TFIIH 更 大 。 

因为 实验 中 未 发 现 大 致 等 量 的 全 酶 组 分 ， 所 以 
全 酶 以 整体 结合 大 多 数 启 动 子 不 太 可 能 。 尽 管 如 此 ， 
某 些 启动 子 上 仍 有 可 能 以 整体 形式 召集 全 酶 。 


野生 型 样品 的 泳 道 背景 近似 零 ， 这 对 定量 的 准确 性 
(a) (b) 
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图 12. 18 斑点 杂交 实验 测定 聚合 酶 全 酶 亚 基 的 浓度 。(a) 斑点 印迹 结果 。Kornberg 及 同事 对 携带 编 
码 全 酶 亚 基 〈 被 TAP 序列 标记 的 ) 嵌 合 基因 的 酵母 系列 稀释 提取 物 进 行 了 斑点 印迹 。TAP 序列 含有 
两 个 葡萄 球菌 蛋白 A 序列 ， 可 与 IgG 免疫 球 蛋 白 结合 。 用 IgG 免疫 球 蛋白 〈 免 抗 过 氧化 物 酶 IgG) 与 
斑点 印迹 上 的 TAP 序列 反应 。 随 后 用 过 氧化 物 酶 与 底 物 反应 ， 产 生 可 用 成 像 仪 检测 的 化 学 发 光 物 质 
来 检测 IgG。 左 边 列 出 了 稀释 比例 。1 一 2 列 显示 两 种 GST-TAP 浓度 的 系列 稀释 结果 。3 一 5 列 分 别 包 
A TAP 标记 的 Rpb3、 无 TAP 标签 的 野生 型 细胞 以 及 TAP 标记 的 Med8 提取 物 的 系列 稀释 结果 。 
Co) 由 斑点 印迹 测 得 的 各 组 分 在 细胞 中 的 浓度 。1 为 Rpb3; 2~4 为 中 介 物 的 3 个 亚 基 ; 5 一 8 为 TFT 
TIH 的 4 MIE Æ. (Source: Journal of Biological Chemistry by Borggrefe et al. Copyright 2001 by 
Am. Soc. For Biochemistry & Molecular Biol. Reproduced with permission of Am. Soc For Biochemistry 
& Molecular Biol. in the format Textbook via Copyright Clearance Center. ) 


表 12.1 每 个 酵母 细胞 中 所 选 蛋白 质 分 子 的 拷贝 数 


看 白质 | 拷贝 数 /个 细胞 蛋白 质 拷贝 数 / 个 细胞 
RNA RAN II (Rpb3) 30.000 TFIID (TBP) 20 000 
TFIIF (Tfg2) 24 000 中 介 物 (Med8) 6 000 
TENE (Tfa2) 24 000 TFIIH (Tfb3) 6000 
TFIIB (Sua?) 20 000 


Source: Borggrefe, T., R. Davis, A. Bareket-Samish, and R. D. Kornberg, Quantitation of the RNA polymerase 
transcription machinery in yeast. Journal of Biological Chemistry 276 (2001); 47150-53, tll. Reprinted with permission. 
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小 结 ” 至 少 在 酵母 的 某 些 启动 子 上 ， 转 录 激 
活 通 过 召集 全 酶 而 不 是 一 次 一 个 组 分 地 组 装 进 
行 。 然 而， 其 他 证 据 也 表明 召集 全 酶 的 方式 并 不 
常见 。 


12.5 激活 因子 间 的 相互 作用 


我 们 已 经 了 解 到 不 同类 型 转录 因子 之 间 的 主要 
作用 方式 。 显 然 ， 通 用 转录 因子 之 间 必 须 相 互 作 用 
以 形成 起 始 复合 物 前 体 ， 但 转录 激活 因子 和 通用 转 
录 因 子 间 也 会 相互 作用 。 例 如 ， 我 们 讨论 过 GAL4 
等 转录 激活 因子 与 TFIID、TFIIB 及 其 他 通用 转录 
因子 间 的 相互 作用 。 此 外 ， 激 活 因子 间 也 会 相互 作 
用 以 激活 同一 个 基因 。 这 种 作用 有 两 种 发 生 方 式 ， 
一 是 单 体 相 互 作用 形成 蛋白 质 二 聚 体 ， 促 进 对 单一 
DNA 破位 点 的 结合 ， 另 一 种 是 结合 在 不 同 DNA 位 
点 的 特异 激活 因子 可 以 协同 激活 一 个 基因 。 


二 聚 化 作用 


我 们 已 经 提 到 在 DNA 结合 蛋白 中 ， 蛋 白质 单 
体 间 有 许多 不 同 的 作用 方式 。 在 第 9 章 我 们 讨论 了 
螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 和 阻 巡 物 ， 该 蛋白 质 的 两 个 单 
体 间 的 相互 作用 使 它们 的 识别 螺旋 刚好 处 在 与 两 个 
DNA 大 沟 相互 作用 的 位 置 ， 而 另 一 个 螺旋 转 开 。 识 
别 螺旋 呈 反 向 平行 排列 ， 使 它们 能 识别 具有 回 文 序 
列 的 DNA 破位 点 的 两 部 分 。 在 本 章 前 面 我 们 已 经 
讨论 了 GALA 蛋白 螺旋 圈 的 二 聚 化 域 、bZIP 蛋白 与 
之 类 似 的 亮 氨 酸 拉链 及 肾上腺 糖 皮 质 激素 受 体 的 环 
化 二 聚 化 域 等 内 容 。 

在 第 9 章 ， 我 们 介绍 了 蛋白 质 二 聚 体 相 对 于 单 体 
对 DNA 结 合 的 优势 ， 蛋 白质 与 DNA 的 结合 力 跟 结 
合 自由 能 的 平方 正 相关 。 因 为 自由 能 取决 于 蛋白 质 和 
DNA 接触 的 数量 ， 蛋 白质 二 聚 体 取代 蛋白质 单 体 使 
接触 次 数 加 倍 ， 而 蛋白 质 和 DNA 之 间 的 亲和力 增加 
至 原来 的 4 倍 。 这 对 于 大 多 数 激活 因子 都 必须 在 低 浓 
度 下 行使 功能 具有 重要 意义 。 事 实 上 大 多 数 DNA 结 
合 蛋 白 都 以 二 聚 体 存 在 就 证 明了 它 的 优势 。 让 我 们 看 
一 个 众所周知 的 异 源 二 聚 体 〈heterodimer) 《由 两 个 
不 同 单 体 组 成 ) 的 实例 ，Jun 和 Fos. 

Jun-Fos 二 集体 Jun 和 Fos 是 jun 和 fos 基因 
《 原 癌 基 因 ， 在 某 些 肿瘤 发 生 中 起 作用 ) 的 产物 。Jun 
和 Fos 蛋白 的 DNA 结合 域 属于 bZIP 家 族 。Jun —FE 
体 是 激活 因子 API 的 一 种 形式 ,但 是 Jun 和 Fos 异 源 
SSSR DNA 比 Jun 二 聚 体 更 加 牢固 (Fos E 
体 根 本 不 结合 DNA) ， 所 以 大 部 分 AP] 的 自然 形态 可 
能 是 Jun-Fos RR. 
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T. Kouzarides #1 E. Ziff WEBA, Jun 和 Fos 以 异 源 
RAS DNA 比 各 自 以 单 体形 式 结合 更 有 效 ， 同 
时 每 个 单 体 的 bZIP 域 对 于 结合 都 非常 重要 。 他 们 对 
两 种 单 体 的 蛋白 及 其 bZIP 域 进行 了 表达 〈 在 体外 转 
录 相 应 基因 然后 翻译 其 mRNA)。 将 这 些 蛋白 的 不 同 
组 合 与 含有 AP-1 结合 位 点 〈TGACTCA) HRT 
酸 混合 。AP-1 结合 位 点 是 TPA 应 答 元 件 TRE (TPA 
response element) ， 对 包括 TPA 在 内 的 一 类 复合 物产 
生 应 答 。TPA (12-O- 十 四 烷 酰 佛 波 醇 -13- 乙 酸 酯 ， 
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) 这 类 佛 波 酯 化 合 
物 通过 TRE 激活 基因 转录 而 促使 细胞 分 裂 。 最 后 ， 
利用 凝 胶 阻 灌 实 验 检测 蛋白 质 与 DNA 的 结合 情况 。 

图 12. 19 是 实验 结果 。 在 低 浓度 下 ，Fos 和 Jun 
单独 都 不 能 结合 DNA， 但 两 个 蛋白 质 的 复合 物 可 以 
结合 DNA。 同样， 包含 bZIP 域 的 Fos 和 Jun 核心 
部 分 必须 联合 起 来 共同 结合 DNA〈 他 人 研究 发 现 ， 
Jun 可 以 在 高 浓度 时 独自 结合 DNA). 
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未 标记 的 未 标记 的 

竞争 DNA 竞争 DNA 
图 12.19 Fos 和 Jun 在 AP-1 结合 位 点 与 DNA 
的 结合 。Kouzarides 和 Ziff 将 Fos, Jun 及 Jun 和 
Fos 的 bZIP 结构 域 〈 又 称 Fos 核心 和 Jun 核心 ) 与 
标记 的 带 有 AP -1 结合 位 点 的 DNA 混合 ， 用 凝 胶 阻 
灌 实 验 检测 蛋白 质 和 DNA 的 结合 。 各 泳 道 顶 部 的 
字母 表示 加 入 的 蛋白 质 (F=Fos, J=Jun, FC= 
Fos 核 心 ，JC 二 Jun 核心 M 一 Myc， 另 一 个 bZIP 
蛋白 )。 泳 道 6、7、12、13 含有 过 量 无 标记 DNA 竞 
争 物 ， 阻止 蛋白 质 与 标记 DNA 结合 。 注 意 Fos/Fos 
核心 与 Jun/Jun 核心 之 间 的 二 聚 体能 结合 DNA, 但 
各 单 体 不 能 结合 DNA。 它 们 之 间 的 相互 作用 是 特异 
的 ， 因 为 Myc 与 其 不 能 发 生 相 互 作用 。 因 此 ，Fos- 
Jun 异 源 二 豪 体 比 其 同 源 二 夷 体 更 能 有 效 地 结合 
AP1 位 点 . (Source; Kowarides T. and E Ziff, ‘The 
role of the leucine zipper in the Fos-Jun interac- 
tion. Nature 366 (15 Dec 1988) p. 649. {.3a Copy- 
right © Macmillan Magazines Ltd. ) 
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该 实验 也 证 明 Fos-Jun 复合 物 是 二 聚 体 ， 而 不 
ENRE. 第 8 泳 道 含有 Jun, Fos 及 Fos 核心 部 
分 。 从 泳 道 4 和 5 可 以 看 出 ，Jun-Fos 和 Jun-Fos 核 
心 与 DNA 结合 产生 不 同 迁 移 率 的 两 个 条 带 。 因 此 ， 
我 们 预计 Jun, Fos 和 Fos 核心 的 混合 物 除 产生 以 上 
两 种 条 带 〈 形 成 二 聚 体 ) 外 ， 还 可 能 显示 第 三 条 带 
(Juns-Fos-Fos 核心 的 四 聚 体 )。 但 没有 第 三 条 带 出 
现 ， 意 味 着 这 些 蛋白 质 只 形成 二 聚 体 。 这 一 结果 并 
非 说 明 转 录 激 活 因 子 只 以 二 聚 体形 式 结合 DNA， 肿 
瘤 抑 制 物 p53 就 是 通过 四 聚 体 行使 转录 激活 作用 的 。 

同样 的 二 聚 化 和 DNA 结合 反应 会 发 生 在 Fos/ 
Jun 与 其 他 bZIP 蛋白 (如 Myc) 之 间 吗 ? 显然 不 会 ， 
因为 无 论 是 Fos 与 Myc 或 Myc 与 Jun 的 混合 物 ， 都 
不 能 结合 具有 TRE hd DNA 序列 〈 泳 道 15 #16). K 
此 ,尽管 bZIP 蛋白 间 具 有 相似 的 结构 ， 但 它们 与 其 
对 应 的 DNA 靶 位 点 间 的 相互 作用 却 是 特异 的 。 


(a) 


PC 


小 结 二 聚 化 的 巨大 优势 在 于 其 增加 了 激活 
因子 和 DNA 的 亲和力 。 有 些 激活 因子 形成 同 源 
SRE, PEM RE MR, W 
Jun 和 Fos. 


远程 作用 


我 们 知道 原核 生物 和 真 核 生物 的 增强 子 即 使 远 
离 启 动 子 也 能 激活 相应 基因 的 转录 。 这 种 远程 调控 
作用 是 如 何 发 生 的 呢 ? 在 第 9 章 我 们 知道 ， 实 验证 
据 表明 DNA 的 两 个 远 距 离 位 点 之 间 环 凸 使 与 之 结 
合 的 两 个 蛋白 质 相互 作用 。 这 一 机 制 也 适用 于 真 核 
生物 的 增强 子 。 

目前 有 如 下 几 种 较 有 说 服 力 的 增强 子 远 距离 作 
用 假说 (图 12. 20) ，@ 激 活 因子 与 增强 子 结合 ， 通 
过 超 螺旋 使 整个 DNA 双 链 的 拓扑 结构 或 形状 发 生 
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图 12. 20 增强 子 作用 的 4 种 假说 。 (a) 拓扑 结构 的 改变 。 增 强 子 (E, HH) 和 启动 子 
(P, HE) 定位 在 同一 DNA 环 上 。 基 因 特 异性 转录 因子 BE) 与 增强 子 结合 形成 超 螺旋 
结构 ， 使 通用 转录 因子 黄色) 和 RNA RAR GE) 结合 到 启动 子 上 。(b) 滑动 。 转 录 
因子 与 增强 子 结合 并 沿 DNA 滑动 到 启动 子 附近 ， 协 助 通用 转录 因子 和 保 合 酶 结合 到 启动 子 
+L. © 环 化 。 转 录 因子 结合 到 增强 子 上 ， 通 过 使 增强 子 与 启动 子 间 的 DNA 环 凸 而 结合 启 
动 子 ， 并 促使 通用 转录 因子 和 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 。 (d) {BE (facilitated tracking). 
转录 因子 与 增强 子 结合 ， 使 下 游 一 段 短 DNA 环 化 。 随 着 环 的 增 大 使 转录 因子 沿 DNA 追踪 
直至 找到 启动 子 ， 然 后 帮助 通用 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 结合 启动 子 。 
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改变 ， 由 此 使 启动 子 向 通用 转录 因子 开放 ; @ 激 活 因 
子 与 增强 子 结合 ， 然 后 沿 DNA 滑动 直至 遇 到 启动 子 ， 
并 通过 与 启动 子 的 直接 作用 来 激活 转录 ; @ 激 活 因子 
与 增强 子 结合 ， 通 过 增强 子 与 启动 子 间 的 DNA 环 凸 
使 激活 因子 与 启动 子 上 的 蛋白 质 产生 作用 ， 激 活 转 
录 ; @@ 激 活 因子 结合 增强 子 后 ， 在 其 下 游 DNA 链 上 
产生 环 凸 ， 通 过 增 大 此 环 ， 激 活 因子 向 着 启动 子 方向 
移动 ， 到 达 启 动 子 并 与 之 相互 作用 激活 转录 。 

注意 ， 前 两 种 模型 要 求 增强 子 和 启动 子 在 同一 
DNA 分 子 上 。 一 个 DNA 分 子 构 型 的 变化 不 会 影响 


(a) (b) 


( attB 


增强 子 
增强 子 和 启动 子 分 别 位 于 连环 体 的 不 同 质粒 上 。(a) 基因 特异 转录 因子 绿色) 与 通用 转录 
因子 (黄色 ) MRAN GIE) 之 间 可 能 的 相互 作用 模式 。 特 异性 转录 因子 结合 在 连环 体 一 个 质粒 的 增 
RF CRE) 上 ， 通 用 转录 因子 和 聚合 酶 结合 在 连环 体 的 另 一 个 质粒 的 启动 子 〈 图 中 看 不 见 ) 上 。 
Cb) 连环 体 的 产生 。 增 强 子 和 启动 子 定位 于 质粒 的 两 个 相对 位 置 上 ， 由 入 鸣 菌 体 attB 和 attP 位 点 将 两 
者 隔 开 。(c) 在 体外 两 个 att 位 点 发 生 重组 ， 产 生 两 个 质粒 分 别 含 有 增强 子 和 启动 子 的 连环 体 。 


图 12.21 


因此 ， 如 果 能 使 一 个 DNA 分 子 的 增强 子 和 另 
一 个 分 子 的 启动 子 以 连环 体 〈catenane， 贺 环 连 成 链 
状 ) 形式 连 在 一 起 ， 可 验证 以 上 假设 。 如 果 其 中 的 
增强 子 仍 发 挥 作用 ， 就 能 排除 前 两 种 假说 。Marietta 
Dunaway 和 Peter Droge 做 了 这 个 实验 。 他 们 用 非洲 
IRS rRNA 启动 子 ， 其 两 边 分 别 连接 rRNA 微小 基 
FAM rRNA 增强 子 ， 并 在 中 间 加 入 和 噬菌体 的 整合 
位 点 attP 和 attB 构建 了 一 个 质粒 ， 如 图 12. 21b 所 
示 。attP 和 attB 都 是 位 点 特异 性 重组 的 技 位 点 ， 因 
此 将 它们 放 在 同一 个 分 子 上 ， 可 重组 产生 连环 体 ， 
如 图 12. 21c 所 示 。 

最 后 ， 研 究 者 将 不 同 的 质粒 组 合 注入 非洲 爪 蟾 
卵 母 细胞 ， 通 过 定量 S 作 图 法 测定 转录 情况 。 注 入 
的 质粒 分 别 是 ， 连 环 体质 粒 、 含 有 增强 子 和 启动 子 
的 未 重组 质粒 、 只 含 增强 子 或 启动 子 的 质粒 。 在 SI 
定量 分 析 中 需要 一 个 参照 质粒 来 校正 卵 母 细胞 间 的 
差异 。 这 里 的 参照 质粒 包含 一 个 rRNA 微小 基因 
(y52)， 有 52bp 的 插 和 人 片段， 而 测试 质粒 (40) 的 
TRNA 微小 基因 都 含有 40bp 的 插入 片段 。 用 这 两 种 
微小 基因 分 别 制备 了 标记 探 针 ， 如 果 两 个 基因 都 发 
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另 一 个 分 子 的 转录 ， 与 一 个 DNA 分 子 结合 的 激活 
因子 也 不 能 滑动 到 第 二 个 含 启动 子 的 DNA 分 子 上 。 
而 第 三 种 模型 只 要 求 增 强 子 与 启动 子 彼此 相互 靠近 ， 
不 一 定 在 一 个 分 子 上 。 这 是 因为 环 化 模型 的 本 质 不 
是 DNA 分 子 本 身 环 化 ， 而 是 结合 在 两 个 远 距 离 位 
点 上 的 蛋白 质 间 的 相互 作用 。 原 则 上 讲 ， 如 果 和 蛋白 
质 是 结合 于 不 同 DNA 分 子 的 两 个 位 点 ， 只 要 DNA 
分 子 以 某 种 方式 连 在 一 起 不 漂移 开 ， 并 阻止 结合 的 
蛋白 质 之 间 的 相互 作用 ， 那 么 第 三 种 模型 就 很 有 效 。 
图 12. 21a 显示 这 一 模型 的 发 生 过 程 。 


启动 子 、、 © 
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启动 子 pa 


增强 子 


生 转 录 ， 应 该 看 到 相差 12nt 的 两 个 信号 。 我 们 最 想 
知道 这 两 种 信号 的 强度 比值 ， 它 表示 测试 质粒 相对 
于 参照 质粒 的 转录 效率 〈 参 照 质粒 的 效率 在 各 实验 
中 应 保持 一 致 )。 

图 12. 22a 中 ，“a” 的 泳 道 显示 测试 质粒 的 结 
果 ,“b” 泳 道 显 示 参 照 质粒 的 结果 。 图 12. 22b 显示 
各 泳 道 转录 产物 对 应 的 质粒 。 注 意 ， 图 12. 22a 中 每 
组 实验 的 a 泳 道 和 b 泳 道 所 用 的 质粒 相同 ， 只 有 探 
针 不 同 。 结 果 如 下 : 泳 道 1 表示 质粒 只 含 启 动 子 时 ， 
测试 质粒 的 信号 比 参 照 质粒 弱 。 这 是 因为 测试 探 针 
的 特异 放射 性 比 参照 探 针 低 。 泳 道 2 表明 紧 挨 着 启 
动 子 的 增强 子 〈 正 常 位 置 ) 极 大 地 提高 了 测试 质粒 
的 转录 水 平 ， 其 信号 比 参照 质粒 强 得 多 。 泳 道 3 显 
示 当 增强 子 与 启动 子 在 质粒 上 相对 放置 时 ， 虽 有 转 
录 活 性 ,但 效率 不 高 。 泳 道 4 显示 的 信息 最 重要 ， 
表明 当 增强 子 和 启动 子 分 别 位 于 连环 体 的 两 个 不 同 
质粒 上 时 ， 增 强 子 仍然 起 作用 。 泳 道 5 证 明 当 增强 
子 和 启动 子 位 于 两 个 不 同 质粒 但 未 形成 连环 体 时 ， 
增强 子 无 效 。 泳 道 6 显示 在 泳 道 4 观察 到 的 增强 效 
应 不 是 由 少量 非 重组 质粒 污染 造成 。 因 为 在 瀛 道 6 


中 加 入 5% 的 非 重组 质粒 时 ， 测 试 质粒 信号 无 显著 。 “增加 。 
(a) (b) Or O ys2 
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图 12. 22 连环 体 实验 结果 。Dunaway 和 Dröge HEARE AIEI OB AE A OF te tS) 作 图 法 
测定 转录 效率 。 每 组 实验 注 人 参照 质粒 和 一 种 测试 质粒 的 混合 物 ， 分 别 用 不 同 的 探 针 检测 转录 情况 。 
(a) 实验 结果 。 测 试 质粒 (D 和 参照 质粒 〈R) 的 结果 见 泳 道 as 和 b。 每 个 实验 注入 的 不 同 质粒 在 (b) 
图 给 出 。 如 ，1la 和 lb 泳 道 所 用 质粒 标记 为 1。 左 边 标记 J40 或 W40 十 另 一 质粒 ) 为 测试 质粒 。 右 边 标 
记 p52 的 是 参照 质粒 。 名 称 中 的 40 和 52 表示 插入 片段 大 小 ， 以 示 区 别 。 两 种 质粒 同时 注入 ， 然 后 分 别 
用 测试 探 针 〈 泳 道 la) 或 参照 探 针 〈 泳 道 1b) 检测 。 泳 道 4a 和 4b 显示 分 别 含 启动 子 和 增强 子 于 两 个 质 
粒 的 连环 体 的 转录 效率 比 只 含 启动 子 的 质粒 〈 泳 道 la 和 1b) 高 。 显 然 泳 道 4a 和 4b 的 转录 信号 比值 比 


泳 道 1a 和 1b 高 得 多 。(Source: Adapted from Dunaway M. and P. Droge, Transactivation of the Xenopus 
rRNA gene promoter by its enhancer. Nature 341 (19 Oct 1989) p. 658, f. 2a. Copyright © Macmillan 
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综 上 所 述 ， 关 于 增强 子 的 功能 得 到 以 下 两 点 结 
论 : 增强 子 不 必 和 启 动 子 位 于 同一 个 DNA 分 子 上 ， 
但 它 必 须 在 空间 上 与 启动 子 足够 靠近 ， 以 便 结 合 在 
增强 子 和 启动 子 上 的 蛋白 质 可 以 相互 作用 。 这 很 难 
与 超 螺旋 模型 及 滑动 模型 相 容 〈 图 12. 20a 和 b)， 但 
与 DNA 环 化 和 促 追 踪 模型 相 一 致 〈 图 12. 20c 和 
d)。 在 连环 体 结构 中 不 需要 环 化 或 追踪 ， 因 为 增强 
子 和 启动 子 位 于 不 同 的 分 子 上 ， 而 其 蛋白 质 间 的 相 
互 作 用 无 须 DNA 环 化 作用 ， 如 图 12. 21a 所 示 。 


小 结 ”增强 子 作用 的 本 质 是 结合 在 增强 子 上 的 
激活 因子 与 结合 在 启动 子 上 的 通用 转录 因子 及 RNA 
聚合 酶 之 间 发 生 的 相互 作用 。 这 可 能 以 增强 子 和 启 
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动 子 之 间 DNA 的 环 凸 介 导 ， 至 少 在 理论 上 是 这 样 。 
DNA 环 凸 可 以 将 结合 在 不 同 增强 子 上 的 激活 因子 拉 
至 足够 靠近 启动 子 的 位 置 ， 然 后 协同 激活 基因 转录 。 


复合 增强 子 


许多 基因 上 有 不 止 一 个 增强 子 ， 以 此 应 答 多 重 
刺激 。 例 如 ， 人 金属 硫 蛋白 基因 编码 的 蛋白 质 显然 是 
帮助 真 核 生物 应 对 重金 属 毒害 的 ， 可 被 不 同 的 效应 
物 激 活 ， 如 图 12. 23 所 示 。 因 此 ， 每 个 结合 在 多 重 
增强 子 上 的 激活 因子 一 定 对 起 始 复合 物 前 体 在 启动 
子 上 的 组 装 起 作用 ， 可 能 是 通过 将 增强 子 和 启动 子 
各 的 DNA 成 环 外 突 而 实现 。 
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图 12. 23 人 金属 硫 蛋 白 基 因 的 调控 区 。 位 于 转录 起 始 位 点 十 1 上 游 ， 沿 3 一 5 的 方向 分 别 为 ，TATA 
盒 、 金 属 响应 元 件 〈MRE)- 在 应 答 重金 属 时 激活 基因 转录 、GC 框 -转录 激活 因子 Spl 的 响应 元 件 、 另 
一 个 MRE 序列 、 本 底 水 平 增强 子 〈BLE)- 转 录 激 活 因子 AP- 的 响应 元 件 、 两 个 串联 的 MRE 序列 、 


另 一 个 BLE 序列 、 糖 皮质 激素 响应 元 件 〈GRE)- 可 被 糖 皮质 激素 和 受 体 组 成 的 激活 因子 刺激 转录 .。 


对 多 个 激活 因子 结合 位 点 同时 调节 一 个 基因 的 
发 现 ， 正 在 改变 我 们 对 “增强 子 ”一 词 的 定义 。 增 
强 子 最 初 被 定义 为 一 种 非 启 动 子 DNA 元 件 ， 与 至 
少 一 种 增强 子 结合 蛋白 一 起 刺激 邻近 基因 的 转录 。 
因此 ， 图 12. 23 中 所 示 的 金属 硫 蛋 白 基 因 位 于 TA- 
TA 盒 上 游 的 调控 区 应 包含 多 个 增强 子 。 但 现在 增 


强 子 的 定义 已 经 朝 着 涵盖 启动 子 以 外 相 邻 的 整个 调 
控 区 方向 演变 。 因 此 ， 人 金属 硫 蛋 白 基因 的 全 部 调控 
区 均 可 视 为 一 个 增强 子 ， 如 BLE 仅 是 增强 子 中 的 一 
个 元 件 。 尽管 采用 了 这 种 新 的 定义 ， 我 们 仍 可 认为 
RHE HST SH. Hm, RMB (yellow) 
AIA (white) 基因 〈 在 本 章 后 面 将 讨论 ) 就 是 由 3 
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个 增强 子 控制 一 一 3 簇 相 邻 的 激活 因子 结合 位 点 。 

与 多 个 激活 因子 相互 作用 的 增强 子 允 许 对 基因 
表达 的 精细 调控 。 不 同 激活 因子 的 组 合 对 不 同 细胞 
中 的 给 定 基因 产生 不 同 水 平 的 表达 。 事 实 上 ， 在 基 
因 附近 各 种 增强 子 元 件 的 出 现 或 缺失 使 人 联想 到 二 
ERM, TOF “F”, GRAM “K”. 4 
然 ， 必 须 由 激活 因子 来 操纵 开关 。 由 于 多 增强 子 元 
件 之 间 是 协同 作用 的 ， 因 此 并 不 表现 为 简单 的 加 性 
效应 。 

另 一 个 可 以 用 来 描述 多 重 激活 因子 作用 的 巧妙 
比喻 是 组 合 代 码 (combinatorial code) 。 特 定 细胞 特 
定时 间 下 ， 所 有 激活 因子 的 集合 构成 组 合 代码 。 如 
果 一 个 基因 带 有 一 组 增强 子 元 件 ， 每 个 增强 子 可 应 
答 一 至 多 个 激活 因子 ， 就 可 以 阅读 此 代码 。 其 结果 
是 基因 以 适当 的 水 平 进行 表达 。 

Eric Davidson 及 同事 以 海胆 Endo16 基因 提供 
了 一 个 绝 好 的 多 增强 子 例子 。Endo16 基因 在 动物 
早期 胚胎 的 营养 板 〈 指 后 期 发 育 中 产生 内 皮 组 织 ， 
包括 内 脏 的 细胞 群 》 发 育 中 很 活路 。 他 们 最 初 测试 
了 Endo16 基因 5'- 侧 翼 区 结合 核 蛋 白 的 能 力 。 结 果 
发 现 ， 这 样 的 结合 区 很 多 ， 排 布 成 6 个 模块 ， 如 图 
12. 24 所 示 。 
leil el pc | Bla 

oO mM 


W 12.24 海胆 Endo16 基因 多 增强 子 模块 的 排 
布 方 式 。 大 的 彩色 椭圆 表示 激活 因子 ( 译 者 注 : 
原文 为 椭圆 和 长 方形 )， 小 的 蓝 色 椭圆 表示 结构 
转录 因子 ， 两 者 都 结合 到 增强 子 元 件 上 红色 
框 )。 增 强 子 皇 簇 状 或 模块 排 布 ， 分 别 标记 为 G、 
F, E, DC, BA A, 长 垂直 线 代表 不 同 模块 的 
区 分 位 置 。BP 代表 “基本 启动 子 "。 (Source: 
Adapted from Romano, L.A.and G. A. Wray, 
Conversation of Endo 16 expression in sea urchins 
despite evolutionary divergence in both cis and 
trans-acting components of transcriptional regula- 
tion, Development 130 (17); 4189, 2003.) 


怎样 知道 与 核 蛋 白 结合 的 这 些 模块 中 哪些 真正 
与 基因 激活 有 关 呢 ? Chiou-Hwa-Yuh 和 Davidson 将 
这 些 模块 单独 或 组 合 起 来 并 与 CAT 报告 基因 连接 ， 
然后 导 人 海胆 卵细胞 ， 观 察 在 胚胎 发 育 中 报告 基因 
的 表达 模式 。 他 们 发 现 ， 报 告 基因 在 胚胎 组 织 表达 
的 部 位 和 时 间 取 决 于 导 和 人 的 不 同 模块 的 精确 组 合 形 


+ 300 + 


式 。 这 些 模块 〈 内 含 增强 子 ) 对 不 均一 分 布 在 发 育 
胚胎 中 的 激活 因子 产生 应 答 。 

也 许 所 有 元 件 在 体外 都 能 独立 作用 ， 但 在 体内 
却 是 组 织 化 的 ， 如 图 12.25 所 示 。 模 块 A 可 能 是 
唯一 直接 与 基本 转录 组 件 相互 作用 的 模块 ， 其 他 模 
块 都 需 通过 模块 A 发 挥 作 用 。 某 些 上 游 模块 (如 B 
和 G) 通过 A 协同 作用 以 激活 Endol6 基因 在 内 皮 
细胞 发 育 中 的 转录 。 而 另 一 些 模块 《如 DC、E 和 
F) 也 通过 A 协同 阻 搜 非 内 皮 细胞 中 Endol6 基因 
的 转录 (模块 E、F 在 外 胚层 细胞 中 起 激活 作用 ， 
而 模块 DC 则 在 成 骨 间 质 细 胞 中 起 作用 )。 在 该 实 
验 中 最 吸引 人 的 是 加 入 LiCl 产 生 的 效果 。LiCl 是 一 
种 致 畸 剂 〈teratogen) (畸形 发 育 的 诱导 剂 ) 。 在 海 
胆 胚 胎 中 ，LiCl 促使 内 胚层 过 度 发 育 从 而 抑制 附近 
外 胚层 的 发 育 。Davidson 及 同事 证 明 ，LiCl 使 模块 
DC、E、F 通过 模块 A 的 作用 发 生 了 逆转 ， 使 原来 
抑制 Endol6 活性 变 成 激活 转录 的 作用 。 因 此 ， 
LiCl 使 原 外 胚层 细胞 中 本 该 关闭 的 基因 被 开启 ， 从 
而 过 量 产生 内 胚层 细胞 ， 使 原 外 胚层 细胞 发 育成 内 
胚层 。 

小 结 ”复合 增 强 子 能 使 一 个 特定 基因 对 各 种 
激活 因子 的 不 同 组 合 产生 应 答 。 这 种 排 布 格局 使 
细胞 能 够 对 基因 在 不 同 组 织 或 不 同 发 育 阶段 产生 
精细 调控 . 


结构 转录 因子 


我 们 已 经 知道 ， 将 激活 因子 和 通用 转录 因子 拉 
到 一 起 的 DNA 环 凸 机 制 非常 实用 ， 尤 其 是 对 于 结 
合 到 相距 几 百 个 碱 基 的 不 同 DNA 元 件 上 的 蛋白 质 ， 
因为 DNA 的 柔韧 性 足以 产生 这 种 夸 曲 。 但 是 ， 许 
多 增强 子 距 其 控制 的 启动 子 较 近 ， 而 短小 的 DNA 
更 像 僵 硬 的 短 棒 ， 不 像 “ 和 柔韧 的 带子 "， 在 此 情况 
下 ，DNA 环 凸 不 会 自然 发 生 。 

那么 ， 紧 密 结合 在 一 小 段 DNA 上 的 激活 因子 
和 转录 因子 如 何 相互 作用 来 刺激 转录 呢 ? 如 果 中 间 
有 其 他 因子 干涉 促使 DNA 分 子 进一步 磷 曲 ， 那 它 
们 仍 能 相互 靠近 。 我 们 已 经 过 到 几 个 关于 结构 转录 
因子 (architectural transcription factor) 的 实例 ， 其 
主要 作用 是 改变 DNA 调控 区 的 形状 ， 以 便 其 他 看 
白质 间 能 相互 作用 刺激 转录 。Rudolf Grosschedl 及 
同事 首先 提供 了 一 个 真 核 生物 结构 转录 因子 的 例子 ， 
人 工 细胞 受 体 a 链 (TCR) 基因 的 调控 区 ， 含 有 3 
个 位 于 转录 起 点 上 游 112bp 以 内 的 增强 子 ， 分 别 为 
激活 因子 Ets1、LEF-1 和 CREB 的 结合 位 点 (图 
12. 26). 


(a) 早期 发 育 (营养 板 ) 
a x 
O 早期 发 育 (中 胚层 ) 
ee oe E 
(C) 阻 抑 (外 胚层 ) 


(0) 阻 捉 (成 骨 间 质 细胞 ) 


(€) LiCI 处 理 ( 外 胚层 和 
成 骨 间 质 细胞 ) 


图 12.25 海胆 Endol6 基因 中 模块 A 的 综合 功能 。 (a) 在 早期 发 育 中 ，A 是 唯一 开启 的 模块 ， 
EMMA BT (BP) 刺激 转录 ， 如 虚线 箭头 〈 绿 色 ) 所 示 ; (b) 在 中 胚层 的 晚期 发 育 中 ， 
BUR A 通过 整合 模块 G 和 了 的 作用 ， 共 同 刺 激 转 录 ; (O 在 外 胚层 晚期 发 育 中 ,模块 A 通过 整 
, 合 模块 FF 和 下 的 作用 ， 阻 抑 基因 转录 ， 如 红色 阻 抑 虚 线 所 示 ; Cd) 在 成 骨 间 质 细胞 晚期 发 育 中 ， 
模块 A 整合 模块 DC 的 作用 ， 抑 制 基 因 转录 ; Ce) LiCl 处 理 能 够 逆转 来 模块 A 对 外 胚层 和 成 骨 


间 质 细胞 的 阻 抑 信号 ， 刺 激 基因 转录 。 


(Source; Adapted from Yuch, C.-H., ，B, Hamid, and 


E. H. Davidson, Genomic cis regulatory logic: Experimental and computational analysis of a sea 


urchin gene. Science, 279: 1897, 1998.) 
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图 12.26 AZ TAME att (TCRa) 基因 的 

调控 区 。 在 转录 起 点 上 游 112bp 以 内 有 3 个 增强 

子 元 件 ， 分 别 与 Ets-1、LEF-1 及 CREB 结合 。 

这 3 个 增强 子 以 其 结合 的 转录 因子 而 不 是 自己 的 

名 字 来 区 分 。 


LEF-1 是 淋巴 增强 子 结合 因子 ， 它 结合 图 
12. 26 中 间 的 增强 子 ， 帮 助 激活 TCRe 基因 。 然 而 ， 
Grosschedl 等 前 期 的 研究 结果 表明 ，LEF-1 自身 不 
能 激活 TCRa 基因 。 那 么 它 如 何 起 作用 呢 ? Gross- 
ched 及 合作 者 证 实 ，LEF-1 通过 与 增强 子 的 小 沟 结 
合 将 DNA 分 子 弯曲 130°, 

他 们 用 两 种 方法 证 实 了 LEF-1 与 增强 子 小 沟 的 
结合 。 首先， 对 增强 子 的 6 PAROS AY N3 (位 于 
DNA 小 沟 ) 甲 基 化 可 干扰 增强 子 的 功能 。 然 后 ， 将 
这 6 对 AT 换 成 6 对 IC (它们 的 小 沟 看 起 来 相 
同 )， 不 减弱 增强 子 活性 。 这 与 Stark 和 Hawley 证 
明 TBP 和 TATA 盒 小 沟 结 合 的 策略 〈 第 11 章 ) 
相同 。 

Grosschedl 及 同事 采用 与 Wu 和 Crothers 相同 
的 电泳 检测 法 (为 显示 CAP 蛋白 可 使 乳糖 操纵 子 读 
曲 , 第 7 章 ), 证 明了 LEF-1 可 以 使 DNA 弯曲 。 将 
LEF-1 结合 位 点 置 于 线性 DNA 片段 的 不 同位 置 ， 


并 与 LEF-1 结合 ， 然 后 检测 其 电泳 迁移 率 。 当 结合 
位 点 在 DNA 片段 中 部 时 ， 泳 动 受到 很 大 阻 江 ,这 
表明 此 时 LEF-1 使 DNA 产生 了 显著 的 弯曲 。 

他 们 还 进一步 证 实 了 DNA 分 子 的 弯曲 是 位 于 
LEF-1 上 HMG 域 (HMG domain) 所 致 。HMG Æ 
白 是 一 类 具有 高 泳 动 率 ( 由 此 得 名 high mobility 
group, HMG) 的 小 核 蛋白 。 为 证 明 LEF-1 的 
HMG 域 的 重要 性 ， 研 究 人 员 制 备 了 只 含 HMG 域 
的 纯 多 肽 ， 并 显示 此 肽 与 全 长 蛋白 质 一 样 能 使 DNA 
分 子 弯曲 130"。 将 迁移 速率 曲线 外 推 至 最 大 速率 点 
[此 时 致 弯 元 件 (bend-inducingelement) 正好 在 
DNA 片段 的 末端 ] 后 发 现 弯曲 发 生 在 LEF-1 的 结 
合 位 点 上 。 由 于 LEF-] 本 身 不 能 增强 转录 ， 因 此 可 
能 通过 使 DNA 弯曲 而 间接 发 挥 作 用 。 这 样 就 可 能 
使 其 他 激活 因子 结合 启动 子 的 基本 转录 装置 从 而 增 
ER. 

Tom Maniatis 及 同事 在 人 FREK (IFN-B) 基 
因 的 调控 区 〈 含 有 一 个 靠近 启动 子 的 增强 子 ) 观察 
到 类 似 的 现象 。 该 增强 子 可 结合 多 个 激活 因子 , 包 
括 HMG 蛋白 家 族 中 不 同 于 LEF-1 的 HMG I (Y). 
HMG I CY) 蛋白 家 族 成 员 不 使 DNA 弯曲 ， 但 调控 
富 AT 的 DNA 的 自然 弯曲 ， 使 其 能 与 其 他 蛋白 质 
相互 作用 。Maniatis 及 同事 用 凝 胶 电 泳 实验 显示 ， 
HMG I (Y) 跟 核 因 子 NF-KB (nuclear factor kappa 
B 激活 因子 在 与 富 含 A-T 的 靶 位 点 协同 结合 时 ， 
AME DNA 弯曲 。 
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HMG I CY) 对 病毒 诱导 表达 的 IFN-B 基因 是 
必需 的 ， 但 无 其 他 激活 因子 时 并 不 发 挥 激活 因子 功 
能 。Maniatis 及 同事 证 明 ，HMG 1 (Y) 对 其 他 两 
个 激活 因子 结合 增强 子 是 必需 的 ， 一 个 是 ATF-2 
《激活 转录 因子 2，activation-transcription factor 2), 
另 一 个 是 NFB. HMG 1 (Y) 的 作用 可 能 是 重 塑 
增强 子 DNA， 以 便 帮 助 其 他 激活 因子 在 增强 体 
Cenhanceosome) 内 互相 作用 ， 如 图 12. 27 所 示 。 这 
可 以 解释 一 个 明显 的 悖 论 ，IFN-B 是 一 个 抗 病毒 蛋 
A, 其 编码 基因 在 病毒 侵 染 细胞 中 被 诱导 ， 然 而 
IFN-8 基因 还 有 一 个 与 NF-xB 结合 的 增强 子 ，NF- 
xB 除了 被 病毒 侵 染 诱 导 外 ， 还 对 多 种 信号 及 胁迫 产 
生 应 答 。 那 么 为 什么 其 他 信号 和 胁迫 条 件 不 能 激活 
IFN-8 基因 的 表达 呢 ? 答案 就 是 激活 此 基因 需要 整 
个 增强 体 组 装 成 合适 的 形状 ， 而 这 就 要 求 所 有 激活 
因子 在 病毒 侵 染 的 初期 就 同时 存在 。 


图 12. 27 示意 性 的 增强 体 模型 。 激 活 因 子 和 通 
用 转录 因子 以 彩色 椭 贺 表示。 显示 HMG 蛋白 
CREE) AEB BH DNA， 同 时 与 增强 体 的 其 他 看 
白 相互 作用 。 蛋 白质 大 小 和 数量 未 按 实际 情况 
给 出 。 


这 种 方式 的 典型 特征 是 协同 性 ， 所 有 因子 必须 
协同 作用 形成 增强 体 。Mainatis 及 同事 证 明 HMG I 
CY) 是 协同 性 所 必需 的 。 在 缺失 HMG 1 CY) 时 ， 
IFN-B 基 因 也 可 能 被 不 同 程度 地 激活 ， 但 当 HMG 1 
CY) 存在 时 将 大 大 促进 其 协同 作用 。 这 意味 着 当 
HMG I CY) 存在 时 ， 只 需 很 低 浓度 的 其 他 激活 因 
子 即 可 最 大 限度 地 刺激 基因 转录 。 

增强 体 的 三 维 结构 是 否 在 协同 性 中 发 挥 作用 ? 
Mainatis 及 同事 注意 到 ， 所 有 的 HMG 1 CY) 结合 
位 点 都 位 于 DNA 螺旋 的 同一 面 。 这 种 排列 表明 该 
蛋白 一 定 结合 在 DNA 的 一 边 ， 以 促使 DNA 弯曲 形 
成 协同 作用 所 需 的 合适 形状 。 为 了 阐明 这 一 点 ， 
Mainatis 及 同事 将 6bp (#4 1/2 圈 螺 旋 ) 或 10bp 
(一 个 螺 团 ) 的 片段 插入 IFN-B 增强 子 的 HMG I 
D 结合 位 点 之 间 。 他 们 发 现 ， 插入 6bp 片段 时 ， 
HMG I (Y) 结合 位 点 的 两 个 侧翼 区 置 于 DNA 螺旋 
的 两 边 ， 由 此 降低 了 协同 作用 ， 但 插入 10bp 片段 
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时 ,会 保持 结合 位 点 在 DNA 螺旋 的 同一 面 ， 因 此 
对 协同 性 几乎 无 影响 。 

小 结 激活 因子 LEF-1 通过 其 HMG 域 与 靶 
DNA 的 小 沟 结合 并 诱导 DNA 产生 强烈 次 曲 。 
LEF-1 自身 不 能 增强 转录 水 平 , 但 其 所 致 的 
DNA 夸 曲 可 能 有 助 于 其 他 激活 因子 及 通用 转录 
因子 的 结合 与 相互 作用 ， 以 刺激 转录 。 另 一 种 
激活 因子 HMG I (Y)， 可 能 在 人 BB 干扰 素 基 因 
的 调控 区 发 挥 相同 的 作用 。 这 些 蛋 白质 是 结构 
转录 因子 ， 对 于 IFN-8 增 强 子 ， 激 活 作用 和 需要 包 
括 HMGI (Y) 在 内 的 几 种 激活 因子 协同 结合 ， 
以 形成 一 个 特定 形状 的 增强 体 。 
隔离 子 

我 们 知道 ， 增 强 子 能 对 距离 很 远 的 启动 子 产生 
作用 。 例 如 ， 果 蝇 cut 基因 位 点 的 翅 缘 增强 子 与 启 
动 子 相隔 约 85kb。 在 这 么 远 的 范围 ， 某 些 增强 子 可 
能 与 其 他 不 相关 基因 靠 得 足 够 近 ， 产 生 激活 作用 。 
细胞 怎样 阻止 这 种 不 应 有 的 激活 呢 ? 在 高 等 生物 中 
《至 少 包括 果 蝇 和 哺乳 动物 ) 是 利用 一 种 叫 隔 商 子 
(insulator， 或 绝缘 子 ) 的 DNA 元 件 阻止 附近 的 增 
强 子 对 无 关 基 因 的 激活 作用 。 

Gary Felsenfeld 将 隔离 子 定义 为 “ 相 邻 元 件 相 
互 影响 的 中 性 阻碍 物 ”。 ， 大 多 数 隔离 子 能 保护 
基因 免 受 附近 增强 子 或 沉默 子 〈silencer) 的 激活 或 
抑制 作用 。 

隔离 子 具 有 两 种 功能 被 称 为 增强 子 屏 项 (en- 
hancer blocking) 和 阻碍 物 〈barrier) 活性 。 增 强 子 
屏蔽 是 指 隔离 子 具 有 阻止 增强 子 激活 转录 效应 的 能 
力 。 阻 碍 物 是 指 隔离 子 区 域 阻止 染色 质 浓 缩 蔓延 到 
靶 基因 区 域 的 能 力 ， 从 而 防止 基因 发 生 沉默 。 并 非 
所 有 隔离 子 都 同时 具有 增强 子 屏蔽 和 阻碍 物 功能 ， 
某 些 隔离 子 被 特 化 为 只 有 其 中 一 种 功能 。 酵 母 中 
对 靠近 着 丝 粒 处 的 沉默 子 起 阻碍 作用 的 DNA 元 件 
就 是 一 个 只 有 阻碍 物 功能 的 隔离 子 的 典型 例子 。 

隔离 子 作用 的 机 制 目前 还 不 十 分 清楚 。 但 我 们 
知道 隔离 子 能 够 界定 DNA 结构 域 之 间 的 边界 。 因 
此 ， 在 增强 子 和 启动 子 之 间 加 入 隔离 子 可 破坏 原 有 
的 激活 作用 。 同 样 ， 在 沉默 子 和 基因 之 间 插 人 隔离 
子 会 消除 抑制 作用 。 所 以 ， 隔 离子 似乎 是 在 基因 区 
和 增强 子 区 (RRF) 形成 一 个 边界 ， 使 基因 
不 能 感受 到 激活 《或 抑制 ) 作用 (图 12. 28) 。 

我 们 也 知道 ， 隔 离子 的 作用 取决 于 所 结合 蛋白 
的 特性 。 例 如 ， 某 种 果 蝇 隔离 子 包含 GAGA 序列 ， 
被 称 为 GAGA $ (GAGA box) ， 需 GAGA- 结 合 蛋 
白 Tni 产生 隔离 子 活性 。 遗 传 学 实验 证 明 ，GAGA 
盒 本 身 发 生 突变 ， 或 tri 基因 (编码 Trl 蛋白 ) 突变 
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图 12.28 隔离 子 的 功能 。(a) 增强 子 的 屏障 活 
性 。 在 启动 子 和 增强 子 之 间 的 隔离 子 阻止 启动 子 
感受 增强 子 的 转录 激活 作用 。 (b) 阻碍 物 活性 。 
在 启动 子 和 浓缩 、 阻 抑 状 态 的 染色 质 之 间 的 隔离 
子 ， 可 阻止 启动 子 受 浓 缩 染色 质 〈 由 沉默 子 诱 
导 ) 对 基因 转录 的 阻 抑 的 作用 〈 实 际 上 是 阻止 浓 
缩 染 色 质 侵蚀 启动 子 ) 。 


都 能 使 隔离 子 丧 失 活性 。 

可 以 推测 隔离 子 有 多 种 作用 机 制 ， 但 最 不 可 能 
的 是 隔离 子 诱导 其 上 游 染 色 质 形成 沉默 的 、 浓 缩 的 
结构 域 。 否 则 ， 位 于 隔离 子 上 游 的 基因 将 总 是 被 沉 
默 了 。 但 对 果 蝇 的 实验 则 表明 这 样 的 上 游 基因 仍 有 
潜在 活性 ， 并 能 被 增强 子 激活 。 

图 12.29 给 出 了 隔离 子 作 用 的 另外 两 种 模型 。 
在 第 一 种 模型 中 ， 信 号 从 增强 子 逐渐 向 启动 子 移动 ， 
而 中 间 的 隔离 子 阻止 了 该 信号 的 前 行 。 第 二 种 模型 
需要 位 于 增强 子 两 端的 隔离 子 间 的 相互 作用 ， 结 果 
是 增强 子 被 隔绝 在 环形 结构 中 ， 使 其 不 能 与 启动 子 
相互 作用 。 

第 一 种 假说 很 难 解释 J. Krebs 和 Dunaway 的 实 
验 结果 ， 该 实验 在 理论 上 与 前 面 介绍 的 Dunaway 和 
Dröge 的 实验 相近 。 在 那个 实验 中 (图 12.22) H, 
Dunaway 和 Droge 将 启动 子 和 增强 子 分 别 置 于 连环 
体 的 两 个 不 同 DNA 环 上 ， 并 显示 增强 子 仍 有 活性 。 
后 续 实 验 中 ，Krebs 和 Dunaway 仍 使 用 相同 的 连环 
体 ， 但 将 两 个 果 蝇 的 隔离 子 scs 和 scs 置 于 增强 子 或 
启动 子 两 端 。 发 现 这 两 种 情况 中 ， 隔 离子 都 阻止 增 
强 子 的 活性 。 而 单一 隔离 子 在 任 一 连环 体质 粒 中 对 
增强 作用 均 无 效 。Dunaway 小 组 的 两 个 实验 是 一 致 
的 ， 即 只 有 当 信 号 从 一 个 DNA 环 路 至 另 一 个 环 时 ， 
信号 才能 从 增强 子 传 向 启动 子 。 

也 存在 反对 第 二 种 假说 的 争议 。 其 中 主要 的 论 
点 是 ， 某 些 隔离 子 以 单 拷贝 的 形式 起 作用 ， 并 不 一 
定 要 有 两 个 隔离 子 分 布 在 增强 子 的 两 侧 。 但 有 可 能 
在 这 些 实验 中 的 第 二 个 隔离 子 未 被 鉴定 出 来 。 第 二 
个 隔离 子 可 吸引 新 蛋白 与 结合 了 已 知 隔离 子 的 蛋白 
质 相互 作用 ， 染 色 质 因此 而 被 环 化 ， 以 阻止 增强 子 
与 位 于 同一 侧 的 启动 子 的 相互 作用 。 

Haini Cai 和 Ping Shen 的 实验 支持 这 一 假说 。 
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图 12.29 隔离 子 活性 机 制 的 两 种 假说 。(a) 滑 
动 模型 。 激 活 因 子 结合 到 增强 子 上 ， 刺激 信号 
(绿色 ) 或 转录 激活 因子 本 身 沿 DNA 滑 向 启动 
F. RAT GE) 可 能 与 一 个 或 多 个 附着 的 蛋 
白质 一 起 ， 阻 挡 滑 向 启动 子 的 信号 。(b) 环 化 模 
型 。 两 个 隔离 子 〈 红 色 ) 位 于 增强 子 的 两 侧 ， 当 
蛋白 质 (紫色 ) 结合 隔离 子 后 ， 它 们 相互 作用 ， 
将 增强 子 隔离 在 环 中 ， 使 其 不 能 激活 附近 启动 子 
CHEE) 的 转录 。 


他 们 在 增强 子 和 启动 子 之 间 插 人 一 个 已 知 的 果 蝇 隔 
离子 [su (Hw)， 毛 翅 基因 抑制 子 ]， 观 察 到 隔离 子 
有 一 定 的 作用 〈 增 强 效果 减弱 )。 但 是 ， 将 两 拷贝 的 
也 离 子 插入 同一 位 置 时 ， 隔 离子 没有 活性 。 最 后 ， 
他 们 将 两 个 suo (Hw) 隔离 子 分 别 插 和 人 增强 子 的 两 
侧 ， 结 果 检测 到 最 大 的 隔离 子 抑制 效应 。 

图 12.30 说 明了 Cai 和 Shen 对 实验 结果 的 解 
释 。 图 12. 30a 表示 单个 隔离 子 的 情况 ， 它 与 一 个 未 
知 隔离 子 (D (在 增强 子 上 游 的 某 处 ) 连接 起 来 抑 
制 增强 子 的 作用 。 图 12. 30b 显示 在 增强 子 两 端 各 有 
一 个 隔离 子 的 情况 。 蛋 白质 与 隔离 子 结合 ,促使 
DNA 环 化 ,使 增强 子 被 独立 出 来 不 再 与 启动 子 相互 
作用 。 图 12. 30c 显示 结合 在 增强 子 和 启动 子 间 的 两 
个 相 邻 隔离 子 上 的 蛋白 质 相互 作用 ， 使 其 间 的 DNA 
环 化 , 但 这 不 干扰 增强 子 的 作用 ， 相 反 ， 由 于 使 增 
强 子 更 靠近 启动 子 ， 转 录 增 强 的 效果 更 显著 。 

在 2001 年 的 同一 时 间 ，Vincenzo Pirrotta 及 合 
作者 报道 了 他 们 利用 单 拷贝 和 多 拷贝 su CHW) 隔 
离子 ， 对 果 蝇 不 同 启动 子 开展 的 相同 实验 及 相同 结 
果 。 随 后 ， 他 们 增加 了 新 内 容 ， 利 用 两 个 串联 的 不 
同 基因 ,以 及 3 个 上 游 增强 子 及 处 于 不 同位 置 的 
1 一 3 个 隔离 子 ， 蔡 代 只 有 一 个 基因 的 情况 。 这 2 个 
基因 分 别 是 yellow 和 rahite， 其 野生 型 使 成 年 果 蝇 
分 别 产生 黑体 色 和 起 色 及 红眼 。 当 yelow 失 活 (或 
RE) 时 ， 黑 色素 不 能 形成 ， 后 代 身 体 和 翅 均 为 黄 
色 而 非 黑 色 。 当 white 基因 失 活 (或 突变 ) 时 ， 红 
眼色 素 不 能 合成 ， 后 代 的 眼睛 为 白色 。 
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图 12.30 多 隔离 子 的 作用 模型 。 (a) 在 增强 子 
(Œ, EE) 和 启动 子 (P， 橙 色 ) 之 间 的 单一 隔 
离子 1， 红色 ) 结合 着 蛋白 质 〈 紫 色 )， 这 些 蛋 
白质 再 与 其 他 的 结合 同 种 或 异种 隔离 子 的 蛋白 质 
相互 作用 ， 使 增强 子 与 启动 子 隔 开 ， 阻止 了 转录 
增强 作用 。(b) 增强 子 两 侧 的 两 个 隔离 子 上 所 结 
合 的 蛋白 质 相互 作 用 ， 使 DNA 环 化 ， 隔 离 增强 
子 和 启动 子 ， 阻 止 转录 增强 。(c) 在 增强 子 和 启 
动 子 间 的 两 个 或 多 个 隔离 子 上 所 结合 的 蛋白 质 之 
间 相 互 作用 使 DNA 环 化 ， 但 未 隔离 增强 子 ， 反 
而 使 增强 子 更 靠近 启动 子 ， 结 果 使 两 个 隔离 子 的 
作用 相互 抵消 ， 不 阻止 转录 的 增强 。 这 里 ， 增 强 
子 和 启动 子 可 能 通过 DNA 环 化 而 靠近 并 相互 作 
FA. 在 此 未 详 述 。 《Source: Adapted from Cai, 
H. N. and P. Shen, Effects of cis arrangement of 
chromatin insulators on enhancer-blocking activi- 
ty. Science 291 (2001) p.495, (4. )) 


图 12. 31 是 Pirrotta 及 同事 构建 的 质粒 及 实验 
结果 。 第 1 个 质粒 〈EyeSYW) 包含 位 于 增强 子 和 
两 个 基因 之 间 的 单 拷贝 隔离 子 。 正 如 Cai 和 Shen 的 
模型 所 预测 的 ， 隔 离子 阻止 增强 子 对 两 个 基因 的 激 
活 。 第 2 个 质粒 〈EyeYSW) 的 隔离 子 位 于 yellow 
和 white 基因 之 间 。 又 如 所 预料 ，yeliow 基因 被 激 
活 ， 而 white 基因 则 没有 。 
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第 3 个 质粒 (EyeSYSW) 是 两 个 隔离 子 分 别 位 
于 yeliow 基因 的 两 人 出。 结果 更 有 意思 ，yeliow 基因 
未 被 激活 ， 而 white 基因 被 激活 了 。Cai 和 Shen 的 
模型 再 一 次 与 这 些 结果 相 一 致 ，yellow 基因 两 侧 的 
隔离 子 阻 止 了 该 基因 的 激活 ， 但 却 因此 使 两 个 隔离 
子 同 时 位 于 增强 子 和 white 基因 之 间 ， 隔 离子 的 作 
用 抵消 ， 增 强 子 激活 white 基因 。 因 此 ， 当 两 个 隔 
离子 的 相互 作用 抵消 了 它们 对 white 基因 的 作用 时 ， 
并 不 真正 地 使 隔离 子 失 活 ， 两 个 隔离 子 仍 可 阻止 中 
间 的 yellow 基因 失 活 。 第 4 个 质粒 (EyeSYWS) 是 
两 个 隔离 子 分 别 位 于 yellow 和 white 基因 的 两 侧 。 
果然 ， 隔 离子 同时 阻止 了 两 个 基因 的 激活 。 

最 后 ， 第 5 个 质粒 (EyeSFSYSW) 含有 3 个 隔 
离子 ， 其 中 两 个 位 于 增强 子 和 yellow 基因 之 间 ， 另 
一 个 在 yellow 和 white 基因 之 间 。 结 果 是 两 个 基因 
都 被 激活 。 可 见 ， 增 强 子 和 基因 间 的 两 个 至 多 个 隔 
离子 拷贝 可 中 和 隔离 子 的 作用 (在 增强 子 和 yellow 
之 间 有 2 拷贝， 增强 子 和 white 之 间 有 3 拷贝 )。 我 
们 可 能 会 预期 yellow 基因 上 游 的 两 个 隔离 子 彼此 作 
用 相互 中 和 ， 人 允许 yellow 基因 激活 ， 而 yellow 和 
white 基因 间 的 隔离 子 可 能 阻止 white 基因 激活 。 而 
事实 却 是 3 个 隔离 子 均 失 去 了 作用 ， 两 个 基因 均 被 
激活 。 因 此 ， 该 实验 表明 ， 两 个 串联 隔离 子 的 失 活 
并 非 因为 两 者 间 简 单 的 互 斥 作用 造成 。 在 某 种 程度 
E, 结合 于 3 个 隔离 子 上 的 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 
使 上 游 增强 子 行使 功能 。 

所 有 这 些 增强 作用 和 隔离 作用 的 结果 都 可 以 用 
图 12. 30 的 DNA 成 环 模型 很 容易 地 解释 。 但 DNA 
成 环 并 非 唯一 解释 。 截 至 目前 的 实验 证 据 还 不 能 排 
除 用 某 种 追踪 机 制 〈 图 12. 20d) 解释 增强 效应 。 在 
增强 子 和 启动 子 间 放 一 个 隔离 子 ， 就 能 阻挡 结合 于 
增强 子 的 蛋白 质 向 启动 子 的 追踪 。 那 么 如 何 解释 在 
增强 子 和 启动 子 间 的 两 个 或 多 个 隔离 子 的 抵消 效应 
YE? 一 种 方法 是 采用 隔离 子 小 体 (insulator body, 
由 两 个 或 多 个 隔离 子 与 其 结合 蛋白 所 形成 的 聚合 体 ， 
这 些 蛋 白质 在 细胞 核 周围 已 检测 到 ) 。 尽 管 认 为 隔离 
子 小 体 的 形成 在 隔离 子 活性 中 起 关键 作用 ， 但 目前 
还 没有 关于 隔离 子 小 体 作用 机 制 的 可 接受 假说 。 在 
这 种 情况 下 ， 不 能 排除 这 种 可 能 ， 即 两 个 或 多 个 隔 
离子 (增强 子 和 启动 子 间 ) 与 其 结合 蛋白 之 间 以 某 
种 方式 相互 作用 ， 阻 止 了 隔离 子 与 隔离 子 小 体 的 结 
合 ， 进 而 阻止 了 隔离 子 活性 。 

或 许 总 结 我 们 对 隔离 子 认识 的 最 好 方法 就 是 
承认 隔离 子 的 作用 机 制 不 止 一 种 。 有 些 隔 离子 以 
一 种 方式 作用 ， 而 另 一 些 隔 离子 以 其 他 方式 发 挥 
作用 。 
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图 12.31 RMB HRA LOM RFE. UMS, AR [yellow M white 
基因 转录 激活 (+) 或 者 无 转录 激活 〈 一 )] 标示 在 右边 。 重 组 基因 的 名 字 都 以 Eye 开头 ， 它 表示 
yellow Al white 两 个 基因 上 游 调控 区 的 3 个 增强 子 〈 蓝 色 ) 中 的 眼睛 特异 性 增强 子 。S、Y 和 W 分 别 
代表 隔离 子 (su (HW), £048), yellow 基因 和 white 基因 。 字 母 在 重组 基因 名 称 中 的 位 置 表示 其 相应 
元 件 的 位 置 。Pirrotta 等 将 重组 基因 转 信 果 蝇 胚胎 中 ， 并 观察 其 体 色 和 翅 色 (yellow 基因 活性 ) 和 眼色 
(white 基因 活性 ) h9 Æ 4k. (Source: Adapeted from Muravyova, E , A. Golovnin, E Gracheva, 
A. Parshikov, T. Belenkaya, V. Pirotta, and P. Georgiev, Loss of insulator activity by paired Su (Hu) Chro- 


matin Insultators. Science 291 (2001) p.497, f. 2) 


小 结 ”隔离 子 是 一 种 DNA 元 件 ， 可 屏蔽 增 
强 子 对 基因 的 激活 作用 《增强 子 屏蔽 活性 )， 或 
沉默 子 对 基因 的 抑制 作用 《〈 阻 过 物 活性 )。 有 些 
隔离 子 兼 具 以 上 两 种 功能 ， 有 些 则 只 有 其 中 一 种 
功能 。 隔 离子 可 能 通过 成 对 合作 发 挥 作用 ， 两 个 
隔离 子 上 结合 的 蛋白 质 相互 作用 形成 DNA SR, 
这 种 环 可 隔离 增强 子 和 沉默 子 ， 使 其 不 再 激活 或 
抑制 启动 子 。 这 样 ， 隔 离子 可 能 在 染色 体 的 不 同 
DNA 区 域 间 形成 边界 。 当 两 个 或 更 多 隔离 子 同 
时 位 于 启动 子 和 增强 子 之 间 时 ， 彼 此 的 作用 相互 
抵消 ， 可 能 是 通过 其 上 的 结合 蛋白 相互 作用 ， 从 
而 阻止 DNA 成 环 对 增强 子 与 启动 子 的 隔离 。 另 
一 种 情况 是 ， 相 邻 到 离子 结合 蛋白 间 的 相互 作用 
阻止 隔离 子 与 隔离 子 小 体 的 结合 ， 这 将 阻止 隔离 
FHE. 


12.6 ”转录 因子 的 调控 


转录 因子 可 正 向 或 负 向 调控 转录 。 那 么 这 些 转 
录 因 子 又 由 谁 来 调控 呢 ? 本 章 前 面 已 经 遇 到 了 这 种 
例子 ， 而 在 本 章 后 面 及 第 13 章 还 会 看 到 其 他 例子 。 
现 将 其 归 类 如 下 : 


如 本 章 前 面 学 过 的 ， 核 受 体 (如 糖 皮 质 激素 受 
体 ) 与 其 配 体 〈 如 糖 皮 质 激素 ) 的 结合 可 促使 
胞 质 内 受 体 与 抑制 性 蛋白 解 离 ， 受 体 转移 到 细 
胞 核 并 激活 转录 。 

在 第 13 章 将 看 到 ， 核 受 体 与 配 体 的 结合 可 使 核 
受 体 从 转录 阻 过 物 转变 为 激活 因子 。 

激活 因子 的 磷酸 化 〈phosphorylation) 使 其 与 畏 
激活 因子 相互 作用 ， 激 活 转录 。 

转录 因子 泛 素 化 (ubiquitylation》〈 使 其 附加 泛 
RSW) 可 将 其 标记 进行 蛋白 质 水 解 。 

或 者 ， 转 录 因 子 泛 素 化 激活 其 转录 活性 而 不 是 
降解 。 

转录 因子 的 SUMO 修饰 (sumoylation， 使 其 附 
加 SUMO 多 肽 ) 可 将 其 导 人 细胞 核 的 区 室 里 ， 
活性 不 能 表达 。 

转录 因子 甲 基 化 〈methylation) 能 调节 其 活性 。 
转录 激活 因子 乙酰 化 〈acetylation) 能 调节 其 
活性 。 

让 我 们 来 讨论 一 下 其 中 的 一 些 调控 现象 。 


辅 激活 因子 


某 些 [类 激活 因子 也 许 自身 就 能 召集 基本 转录 


复合 物 ， 这 可 能 是 通过 结合 一 种 或 多 种 通用 转录 因 
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FX RNA 聚合 酶 实现 的 ， 但 多 数 转录 因子 却 不 行 。 
Roger Kornberg 及 同事 首先 提供 了 相关 的 证 据 。 在 
1989 和 1990 年 ， 他 们 在 研究 激活 因子 干扰 (activa- 
tor interference) BREE) (squelching) 现象 时 ， 发 
现 一 定 有 其 他 因素 介入 其 中 。 在 体外 转录 实验 中 ， 
当 增 加 一 个 激 的 浓度 来 抑制 另 一 个 激活 因子 
活性 时 (也 许 是 因为 两 种 转录 激活 因子 必须 竞争 某 
种 稀有 因子 )， 就 会 发 生 压制 现象 。 这 种 限制 因子 的 
合适 候选 者 可 能 是 某 种 通用 转录 因子 , 但 加 入 大 基 
通用 转录 因子 并 不 能 解除 压制 作用 。 这 一 事实 表明 ， 
肯定 存在 另外 某 个 因子 为 两 种 激活 因子 所 必需 。 

那么 ， 是 什么 因子 呢 ? 1990 年 ，Kornberg 及 同 
事 部 分 纯化 了 一 种 能 解除 激活 因子 压制 作用 的 酵母 
蛋白 。1991 年 ， 他 们 进一步 纯化 了 该 因子 并 直接 证 
明 它 有 辅 激活 因子 (coactivator) 活性 。 即 在 体外 ， 
可 刺激 被 激活 的 转录 ， 但 不 是 本 底 水 平 的 转录 。 他 
们 称 其 为 中 介 物 mediator) ， 因 为 它 能 介 导 激活 因 
子 的 激活 效应 。 利 用 酵母 CYC1 基因 启动 子 和 一 个 
GALS 结合 位 点 驱动 的 无 G 盒 转录 (第 5 章 ) 进行 
转录 分 析 ， 在 激活 因子 GAL4-VP16 GRA MRA 
子 ， 带 有 GALA 的 DNA 结合 域 及 VP16 的 转录 激活 
域 有 或 无 条 件 下 不 断 增 加 中 介 物 的 浓度 。 图 
12. 32 显示 ， 在 无 激活 因子 条 件 下 ， 中 介 物 对 转录 
没有 影响 〈 泳 道 3 一 6)。 有 激活 因子 时 ， 中 介 物 对 
转录 有 极 大 促进 作用 〈 泳 道 ?一 10) 。 用 酵母 激活 因 
子 GCN4 所 做 类 似 实验 的 结果 与 此 一 致 ， 显 示 中 介 
物 能 与 不 止 一 个 具有 酸性 激活 域 的 激活 因子 协作 。 

类 中 介 物 复合 物 mediator-like complex) 也 已 
从 高 等 真 核 生物 (包括 人 〉 中 纯化 出 来 。 其 中 一 个 
中 介 物 由 两 个 小 组 分 别 独立 纯化 出 来 ， 因 此 有 两 个 
不 同 的 名 字 : SRB 和 含 MED 的 辅 因子 (SRB and 
MED-containing cofactor，SMCC) ， 甲 状 腺 素 受 体 相 
3H A (thyroid-hormone-receptor-associated pro- 
tein, TRAP), SMCC/TRAP 是 已 知 的 哺乳 动物 类 
中 介 物 复合 物 中 最 多 的 一 种 ， 但 也 有 其 他 因子 在 结 
构 和 功能 上 与 中 介 物 相关 联 。 其 中 之 一 是 CRSP, 
我 们 将 在 后 面 的 内 容 中 对 它 进行 探讨 。 

在 第 7 ARZ, IMER (cAMP) 刺 
激 细菌 操纵 子 转录 是 通过 结合 激活 因子 CAP， 并 使 
CAP 与 位 于 操纵 子 调控 区 的 激活 因子 靶 位 点 结合 而 
实现 的 。cAMP 也 参与 真 核 生 物 的 转录 激活 ， 但 并 
不 直接 作用 ， 而 是 通过 一 系列 信号 转 导 途 径 (signal 
transduction pathway) 发 挥 作用 。 当 真 核 细胞 中 
cAMP 水 平 升 高 时 ，cAMP 激活 蛋白 激酶 A 《pro- 
tein kinase A, PKA) 的 活性 ， 并 使 该 酶 进入 细胞 
核 。 在 细胞 核 内 ，PKA 使 <AMP 应 答 元 件 结合 蛋白 
(cAMP response element-binding protein, CREB) 
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图 12.32 中介 物 的 发 现 。Kornberg 及 同事 将 醇 
母 CYC1 启动 子 置 于 GALA 结合 位 点 的 下 游 及 
无 G 盒 的 上 游 ， 因 此 无 G 盒 的 转录 取决 于 
CYC] 启动 子 和 GAL4。 然 后 在 无 GTP 并 加 入 
不 同 浓度 中 介 物 [图 Ca) 顶部 标 出 ]， 在 无 
(一 ) 或 有 (+) 激活 因子 GAL4-VP16 条 件 下 ， 
体外 转录 以 上 重组 载体 。 用 一 种 标记 核 苷 酸 标记 
体外 转录 物 ， 电 泳 检测 标记 的 RNA, (a) BEBE 
电泳 的 磷酸 成 像 仪 扫描 图 像 ，(b) Ca) 中 结果 的 
曲线 图 。 注 意 ， 有 激活 因子 时 ， 中 介 物 极 大 地 刺 
激 转录 ， 但 对 本 底 转 录 没 有 激活 效果 。 (Source: 
Flanagan, P. M., R. J. Kelleher, 3rd, M. 
H. Sayre, H. Tschochner, and R. D. Kornberg, 
A mediator required for activation of RNA poly- 
merase Il transcription in vitro. Nature 350 (4 
Apr 1991) f. 2, p. 437. Copyright © Macmillan 
Magazines Ltd. ) 


磷酸 化 ， 随 后 CREB 与 cAMP 应 答 元 件 (cAMP re- 
sponse element，CRE) 结合 ， 激 活 相关 基因 的 
转录 。 

因为 CREB 磷酸 化 是 转录 激活 所 必需 的 ， 因 此 
预期 这 种 磷酸 化 会 使 CREB 进入 细胞 核 或 更 牢固 地 
结合 CRE。 但 事实 上 ， 这 两 种 情况 都 不 会 发 生 。 
CREB 就 定位 在 细胞 核 ， 甚 至 在 未 磷酸 化 的 情况 下 
就 能 很 好 地 结合 CRE。 那 么 ，CREB 磷酸 化 如 何 使 
得 转录 的 激活 呢 ? 答案 的 关键 在 于 1993 年 发 现 的 
CREB 结合 蛋白 (CREB-binding protein, CBP), 


CREB 被 蛋白 激酶 A 磷酸 化 后 ，CBP 能 与 CREB 更 

好 地 结合 。 然 后 ，CBP 联系 并 召集 基本 转录 装置 的 

元 件 ， 或 以 整体 形式 召集 聚合 酶 全 酶 。 通 过 偶 联 
(a) 


CREB 到 转录 装置 上 ，CBP 发 挥 辅 激活 因子 作用 
(图 12. 33) 。 


基本 复合 物 


CRE 


(b) 


TATA 


蛋白 激酶 A 使 
CREB 磷 酸化 


TATA 


图 12.33 CRE 相连 基因 的 激活 模式 。(a) 未 磷酸 化 的 CREB (青绿 色 ) 与 CRE 结合 ,但 是 大 
量 的 基本 复合 物 〈RNA 聚合 酶 与 通用 转录 因子 ， 橙色 不 与 启动 子 结 合 ， 甚 至 可 能 还 未 组 装 ， 
基因 不 被 激活 ;〈b) PKA 将 CREB 磷酸 化， 并 使 其 结合 CBP (红色 )。 随 后 ，CBP 与 基本 复合 
物 中 至 少 一 个 组 分 结合 ， 召 集 基本 复合 物 到 启动 子 上 ， 此 时 转录 被 激活 。 


自 1993 年 发 现 CBP 以 来 ， 已 鉴定 出 许多 辅 激 
活 因子 。1999 4, Tjian 及 同事 分 离 出 一 种 在 体外 
转录 中 转录 因子 Spl 所 需要 的 辅 因子 (cofactor re- 
quired for Spl activation"，CRSP)。 纯 化 这 种 辅 因子 
时 ， 发 现 它 有 9 个 假定 的 亚 基 。 用 SDS-PAGE 分 离 
这 些 亚 基 ， 并 转移 至 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 然 后 用 蛋白 
酶 水 解 各 亚 基 ， 产 生 可 测序 的 小 肽 段 。 测 序 结果 显 
示 ，CRSP 的 有 些 亚 基 是 独 有 的 ， 但 多 数 与 已 知 的 
辅 激活 因子 相同 或 至 少 司 源 ， 如 酵母 中 介 物 的 亚 基 。 
因此 ， 不同 辅 激活 因子 可 能 是 由 其 他 各 种 辅 激活 因 
子 的 亚 基 重 新 混合 组 配 而 成 。 中 介 物 和 CRSP 可 能 
有 共同 作用 模式 ， 两 者 都 与 RNA RAR II AY CTD 
结合 。 这 种 相互 作用 也 许可 以 解释 辅 激活 因子 如 何 
协助 召集 基本 转录 复合 物 。 

CBP 的 辅 激活 因子 作用 不 只 限于 cAMP 应 答 基因 ， 
也 适 于 核 受 体 应 答 基因 。 这 正好 可 以 解释 为 什么 不 能 
检测 到 核 受 体 转录 激活 域 与 任何 通用 转录 因子 间 的 直 
接 作用 。 部 分 原因 是 核 受 体 不 直接 接触 基本 转录 装置 ， 


而 是 由 CBP 或 其 同 源 蛋白 p300 作为 辅 激活 因子 ， 协 助 
将 核 受 体 和 基本 转录 装置 联系 在 一 起 。 但 CBP 不 能 独 
立 完成 该 任务 , 需 另 一 家 族 的 辅 激活 因子 ， 类 固 醇 受 
体 辅 激活 因子 (steroid receptor coactivator SRC family) 
合作 进行 。 由 于 SRC 的 分 子 质量 通常 为 160kDa, 该 类 
蛋白 质 有 时 也 称 为 p160 家 族 。SRC 蛋白 家 族 包括 3 个 
同 源 蛋 白 组 SRC-1、SRC-2 和 SRC-3， 它 们 与 结合 有 配 
体 的 核 受 体 相互 作用 。 这 种 相互 作用 发 生 在 核 受 体 的 
激活 域 和 SRC 蛋白 链 中 部 的 所 谓 LXXLL 框 GEP L 
代表 亮 氨 酸 ，X 代表 其 他 任何 氨基 酸 ) 之 间 。SRC FE 
白 也 可 与 CBP 结合 ， 帮 助 核 受 体 召集 CBP， 而 CBP 又 
进一步 召集 基本 转录 装置 。 首 先 发 现 的 SRC 家 族 成 员 
是 SRC-1 (图 12.34)。 它 与 多 种 配 体 结合 型 受 体 相互 作 
用 ， 如 孕 激素 受 体 (progestin receptor) 、 肉 激素 受 体 
Cestrogen receptor)、 甲 状 腺 激素 受 体 thyroid hormone 
receptor). SRC-1 不 仅 介 导 核 受 体 与 CBP 的 相互 作用 ， 
还 召集 CARMI ( 辅 激活 因子 相关 精 氨 酸 甲 基 转移 酶 ， 
coactivator-associated arginine methyltransferase ) 。 
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CARMI 使 启动 子 附近 的 蛋白 甲 基 化 。 稍 后 将 讨论 
(a) 


CARMI 的 功能 。 


基本 复合 物 


ae 
TATA 


sna 
图 12. 34 核 受 体 激活 基因 的 激活 模型 。(a) 未 结合 配 体 的 核 受 体 (NR) 结合 在 其 激素 应 答 
元 件 上 ， 但 不 能 与 基本 转录 复合 物 接触 ， 所 以 相连 基因 不 被 激活 。 根 据 其 类 型 ， 没 有 配 体 的 
核 受 体 也 能 从 DNA 靶 序 列 上 解 离 。 未 结合 配 体 的 核 受 体 在 结合 靶 DNA 后 ， 也 可 有 效 地 抑制 
转录 。(b) 核 受 体 与 配 体 〈L,) 结合 ,可 以 与 SRC 相互 作用 ，SRC 又 与 CBP 结合 ,而 CBP 
又 与 基本 转录 装置 的 至 少 一 个 组 分 结合 ， 并 将 转录 装置 召集 到 启动 子 上 ， 激 活 转录 。SRC 也 
与 CARMI 结合 ， 它 使 启动 子 附近 的 蛋白 质 甲 基 化 ， 进 一 步 刺激 转录 。 


还 有 一 类 重要 的 转录 激活 因子 需要 CBP 作为 辅 
激活 因子 。 多 种 生长 因子 和 细胞 胁迫 起 始 的 级 联 事 
件 〈 另 一 类 信号 转 导 途 径 ) ， 可 导致 磷酸 化 以 及 一 种 
分 裂 素 激活 蛋白 激酶 (mitogen-activated protein 
kinase，MAPK) 的 激活 。 激 活 的 MAPK 进入 细胞 
核 并 使 激活 因子 如 Sap-la 和 AP-1 中 的 Jun 单 体 发 
生 磷 酸化 。 这些 激活 因子 随后 利用 CBP APEE 
的 激活 ， 最 终 刺 激 细胞 的 分 裂 。 

除了 召集 基本 转录 装置 到 启动 子 上 以 外 ，CBP 
还 在 基因 激活 方面 发 挥 其 他 作用 。CBP 具有 很 强 的 
组 蛋白 乙酰 转移 酶 活性 ， 能 将 乙酰 基 附 加 在 组 蛋白 
E. 在 第 13 章 将 看 到 ， 组 蛋白 通常 是 基因 活性 的 阻 
过 物 ， 而 组 蛋白 乙酰 化 可 使 其 放松 与 DNA 的 结合 ， 
解除 转录 抑制 作用 。 因 此 ， 激 活 因子 与 CBP 在 增强 
子 上 的 结合 使 组 蛋白 乙酰 转移 酶 靠近 增强 子 ， 并 使 
组 蛋白 乙酰 化 ， 从 而 激活 邻近 的 基因 。 在 第 13 章 将 
详细 讨论 这 一 现象 。 

我 们 已 经 看 到 ，CBP 和 p300 可 作为 大 量 激活 因 
F (包括 CREB 和 核 受 体 ) 的 辅 激活 因子 。 这 表明 
CREB 和 核 受 体 途径 在 利用 相同 的 辅 激活 因子 对 不 
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同 基因 的 激活 过 程 中 ， 可 能 存在 竞争 作用 。Ronald 
Evans 及 同事 发 现 ， 细 胞 限制 这 种 竞争 作用 的 一 种 
方法 是 CBP/p300 的 甲 基 化 。 

核 受 体 不 仅 吸引 CBP/p300， 还 有 几 个 其 他 蛋白 
质 。 其 中 之 一 是 CARM1。CARMI 的 甲 基 转移 酶 活 
性 使 组 蛋白 被 CBP/p300 (第 13 章 ) 乙酰 化 后 ， 又 
在 精 氨 酸 处 被 甲 基 化 ， 而 此 处 的 甲 基 化 具有 转录 激 
WER. Æ, CARMI 也 能 使 CBP/p300 上 的 精 氨 
酸 甲 基 化 。CBP/p300 的 靶 精 氨 酸 位 于 召集 CREB 
必需 的 所 谓 KIX 域内 ,但 对 核 受 体 -CBP/p300 之 间 
的 相互 作用 无 影响 。 Kik, CARMI 具有 转录 开关 
作用 ， 通 过 阻 断 CBP/p300 GRATE: 原文 为 CBP/ 
300) 与 CREB 的 相互 作用 ，CARMI 可 抑制 CREB 
应 答 基因 的 转录 ， 但 通过 甲 基 化 邻近 的 组 蛋白 而 激 
活 核 受 体 应 答 基因 。 


小 结 “ 几 种 不 同 转录 激活 因子 ， 包 括 CREB, 
核 受 体 以 及 AP-1， 不 是 通过 直接 结合 基 本 转录 
装置 来 激活 转录 ， 而 是 与 CBP (或 其 同 源 蛋 白 
p300) 结合 ,CBP 再 与 基本 转录 装置 作用 并 将 其 


召集 到 启动 子 上 。 与 核 受 体 响 应 元 件 结合 的 
CBP/p300 也 能 召集 CARMI, CARMI 使 CBP/ 
p300 上 与 CREB 相互 作用 的 一 个 精 氨 酸 甲 基 化 ， 
从 而 抑制 CREB 应 答 基因 的 激活 。 
激活 因子 的 泛 素 化 

有 时 ， 被 激活 的 基因 会 因 激活 因子 的 降解 而 失 
活 。 例 如 ，LIM A A Hit (LIM homeodomain, 
LIMED) RK RAT SHALE RMB AT 
结合 。 这 些 辅 激活 因子 被 称 作 CLIM， 意 为 “LIM 的 
MAF”, MRH RLM, AR “ik LIM 域 
-结合 蛋白 ”(RING finger LIM domai binding protein). 

CLIM 蛋白 与 RLIM 蛋白 竞争 结合 LIM-HD 激 
活 因 子 。 那 么 RLIM 蛋白 如 何 胜出 ， 并 抑制 LIM- 
HD 激活 的 基因 呢 ? 答案 可 能 在 于 RLIM 蛋白 具有 
使 LIM-HD 结 合 的 CLIM 蛋白 降解 ， 并 取而代之 的 
能 力 。RLIM 蛋白 降解 CLIM 蛋白 的 方法 是 ， 先 结 
A CLIM 再 对 其 赖 氨 酸 残 基 附 加 多 拷贝 的 泛 素 
Cubiquitin》 小 分 子 蛋 白质 ， 形 成 所 谓 的 泛 素 化 蛋白 
Cubiquitylated protein)。 一 旦 附加 的 泛 素 分 子 链 足 
够 长 时 ， 该 蛋白 质 将 被 送 入 细胞 质 的 蛋白 酶 体 
《proteasome) 。 蛋 白 酶 体 是 个 蛋白 质 集合 ， 复 合 沉 
降 系 数 为 25S。 蛋 白 酶 体 含有 和 蛋白酶， 可 降解 任何 
被 送 人 蛋白 酶 体 的 泛 素 化 蛋白 。 

与 泛 素 相 关 的 蛋白 酶 体 行使 着 控制 蛋白 质 质量 
的 功能 《quality control) 。 据 估计 ，20% 的 细胞 蛋白 
质 由 于 转录 或 翻译 错误 而 不 正常 。 这 些 异常 蛋白 质 
对 细胞 具有 潜在 破坏 性 。 因 此 ， 在 它们 造成 危害 之 
前 就 被 泛 素 标记 并 送 至 蛋白 酶 体 进行 降解 。 其 他 正 
确 合成 的 蛋白 质 也 能 被 氧化 或 高 温 等 胁迫 所 变性 。 
为 此 ， 细 胞 有 一 种 伴侣 蛋白 (chaperone protein) 能 
够 去 折 登 ， 使 变性 蛋白 质 重新 正确 折叠 。 有 时 变性 
很 严重 以 致 不 能 重新 正确 折 鸽 ， 这 种 情况 下 ， 变 性 
蛋白 质 将 被 泛 素 化 ， 然 后 由 蛋白 酶 体 降解 。 

令 人 意外 的 是 ， 泛 素 化 对 激活 因子 也 有 正 效应 。 
其 中 一 个 例子 来 自 酵 母 的 MET 基因 ， 它 是 含 硫 氨 
基 酸 ( 甲 硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 ) 合成 所 必需 的 。MET 
基因 受 甲 酰 供 体 浓度 的 调控 ， 甲 酰 供 体 硫 - 腺 苷 甲 硫 
氨 酸 ， 叫 做 SAM 或 AdoMet (S-adenosylmethi- 
onine, SAM or AdoMet) (第 15 章 )。 当 SAM 浓度 
低 时 ，MET 基因 被 激活 因子 Met4 激活 ， 当 SAM 
浓度 升 高 时 ，Met4 被 一 个 包括 泛 素 化 的 过 程 所 失 
活 。 这 暗示 Met4 被 泛 素 化 并 被 蛋白 酶 体 降解 了 ， 
但 情况 并 不 是 这 么 简单 。 

Met4 降解 确实 在 其 失 活 中 起 作用 ,但 在 一 定 条 
件 下 《培养 基 富 含 甲 硫 氨 酸 )，Met4 即使 被 泛 素 化 ， 
也 依然 维持 稳定 状态 。 但 这 种 状态 不 能 激活 MET 


基因 ， 也 不 再 与 MET 基因 正确 结合 ， 尽 管 它 仍 能 
结合 并 激活 另 一 类 叫做 SAM 的 基因 。 因 此 ，Met4 
的 泛 素 化 虽 不 能 使 其 降解 ， 但 能 直接 导致 其 失 活 。 
而 且 ， 这 种 失 活 是 有 选择 性 的 。 泛 素 化 影响 Mets 
对 某 些 基因 的 激活 ， 却 并 不 影响 Met4 对 另 一 些 基 
因 的 激活 作用 。 

几 个 研究 显示 ， 强 转录 因子 倾向 于 被 泛 素 化 调 
节 ， 接 着 被 蛋白 酶 体 降解 。 这 样 可 快速 关闭 强 激活 因 
子 对 基因 的 高 表达 ， 为 细胞 对 基因 表达 的 调控 提供 了 
一 定 的 灵活 性 。 但 同样 ， 情 况 并 不 是 简单 的 蛋白 质 降 
解 。 有 些 激活 因子 被 单 泛 素 化 monoubiquitylation) 
《附加 单个 泛 素 分 子 ) 所 激活 ， 而 对 该 激活 因子 的 多 
YZRAL (poly ubiquitylation) 却 将 其 标记 为 降解 。 

最 近 ， 越 来 越 多 的 证 据 显示 蛋白 酶 体 在 转录 调 
控 中 的 另 一 种 功能 。 已 经 发 现 蛋白 酶 体 的 19S 调节 
颗粒 中 的 蛋白 质 在 活路 的 启动 子 上 与 转录 因子 结合 
在 一 起 。 而 且 ，19S 颗粒 (19S particle) 可 强烈 刺激 
体外 转录 的 延伸 。 还 有 ，19S 颗粒 的 部 分 蛋白 质 能 
够 被 激活 因子 GAL 召集 到 启动 子 上 ， 包括 ATP 酶 
《在 蛋白 质 降解 之 前 的 折 革 过 程 所 必需 ,但 不 参与 蛋 
白质 水 解 )。 因 此 ，19S 颗粒 蛋白 的 激活 效应 可 能 与 
蛋白 质 水 解 无 关 。Joan Conaway 及 同事 推测 这 种 蛋 
白 酶 体 蛋 白 通过 使 转录 因子 至 少 部 分 去 折 公 而 重 逆 
模型 以 刺激 转录 的 起 始 或 延 促 ， 或 对 两 者 均 有 刺激 。 


JA ”RLIM 蛋白 (是 LIM-HD 的 轴 阻 过 
物 ) 可 结合 LIM-HD 的 辅 激活 因子 〈 如 CLIM At 
白 ) 并 将 其 泛 素 化 ， 结 果 使 辅 激活 因子 被 26S 蛋 
白 酶 体 降解 ， 由 RLIM 辅 阻 遇 物 代 替 CLIM 的 位 
置 。 某 些 激活 因子 泛 素 化 〈 尤 其 是 单一 泛 索 化 ) 
具有 激活 效应 ， 而 多 泛 素 化 则 使 同一 蛋白 质 标记 
为 降解 。 和 蛋白酶 体 19S 调节 颗粒 的 蛋白 质 能 通过 
重 塑 模型 来 激活 转录 因子 从 而 刺激 转录 。 


激活 因子 的 SUMO 修饰 


SUMO 修饰 《sumoylation) 是 在 目标 蛋白 的 赖 
氨 酸 残 基 上 附加 1 个 或 多 个 拷贝 的 101 个 氨基 酸 的 
多 肽 SUMO (small ubiquitin-related modifier, £3 
相关 修饰 因子 )。 该 过 程 的 机 制 非常 类 似 于 泛 素 化 ， 
但 结果 却 大 相 径 庭 。SUMO 修饰 的 激活 因子 不 被 降 
解 ， 而 是 被 送 入 特定 的 细胞 核 区 室 中 ， 保 持 稳定 但 
不 能 与 其 靶 基因 作用 。 

例如 ， 某 些 激活 因子 包括 PML， 即 “ 早 幼 粒 细 
AMELIE” (promyelocytic leukemia) 通常 就 是 SU- 
MO 修饰 后 被 隐藏 在 叫做 PML 致癌 基因 域 CPOD) 
的 核 体 中 (nuclear body)。 在 早 幼 粒 细胞 白血病 细 
胞 中 ，POD 受到 干扰 ， 释 放 的 转录 因子 (包括 
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PML) 到 达 并 激活 靶 基因 ， 从 而 导致 白血病 。 

另 一 个 实例 与 Wnt 信 号 转 导 途 径 有 关 ， 此 途径 
需要 激活 因子 B-catenin 进入 细胞 核 并 与 结构 转录 因 
子 LEF-1 (本 章 前 面 介绍 过 协同 激活 特定 基因 的 
转录 。LEF-1 可 被 SUMO 修饰 ， 隐 藏 于 核 体内 。 没 
有 LEF-1，B-catenin 无 法 激活 其 靶 基 因 ，Want 信号 
因此 被 阻 断 。 我 们 知道 ，LEF-1 也 可 不 依赖 Wnt 信 
号 途径 而 激活 其 他 基因 ， 如 IFN-B。 这 种 激活 也 可 因 
LEF-1 的 SUMO 修饰 被 阻 断 。 另 一 种 观点 认为 ， 
LEF-1 也 可 与 阻 遏 物 〈 如 Groucho) 搭档 ， 而 这 种 阻 
抑 作 用 也 可 能 因 LEF-1 的 SUMO 修饰 而 阻 断 。 


小 结 “ 某 些 激活 因子 可 被 SUMO fet 
联 一 个 SUMO 小 蛋白 )， 使 其 隐藏 于 核 体 中 ， 不 
能 行使 其 转录 激活 功能 。 


激活 因子 的 乙酰 化 


第 13 章 我 们 将 介绍 碱 性 蛋白 质 组 蛋白 与 DNA 
结合 抑制 转录 。 我 们 早已 知道 组 蛋白 的 赖 氨 酸 残 基 
可 被 组 蛋白 乙酰 转移 酶 CHAT) 乙酰 化 ， 从 而 减弱 
组 蛋白 的 抑制 活性 。 最 近 ， 研 究 人 员 已 经 证 明 HAT 
可 使 非 组 蛋白 激活 因子 和 阻 遇 物 乙 酰 化 ， 这 对 乙酰 
化 蛋白 的 活性 会 产生 正 向 或 负 向 调控 。 

肿瘤 抑制 剂 蛋白 p53 就 是 乙酰 化 刺激 转录 活性 
的 一 种 激活 因子 。 畏 激活 因子 p300 具有 HAT 活 
性 , 使 p53 乙酰 化 ，p53 活性 的 增加 刺激 了 该 激活 
因子 靶 基 因 的 强烈 转录 。 


类 固 醇 


p300 的 HAT 活性 也 会 使 抑制 剂 BCL6 乙酰 化 。 
这 种 情况 的 结果 与 激活 因子 的 激活 有 同样 效果 ， 即 
转录 激活 。 


小 结 ” 非 组 蛋白 激活 因子 和 抑制 剂 能 被 
HAT 乙酰 化 ， 这 种 乙酰 化 作用 具有 激活 或 抑制 
基因 转录 的 效应 。 


信号 转 导 途径 

在 前 几 节 讲 到 CREB, Jun 和 B-catenin 的 磷酸 
化 都 是 信号 转 导 途径 (signal transduction pathway) 
的 结果 。 因 此 信号 转 导 途 径 对 转录 调控 起 主要 作用 。 
让 我 们 来 进一步 探讨 信号 转 导 途 径 的 概念 并 探讨 一 
些 例子 。 细胞 外 包 于 着 半 透 膜 细胞 膜 )， 使 内 容 物 
不 会 流失 ， 并 保护 细胞 不 受 外 来 有 害 物质 侵害 。 细 
胞 内 部 和 外 围 环 境 之 间 的 这 一 屏障 意味 着 在 进化 中 
必须 获得 一 种 机 制 使 细胞 能 感受 周围 环境 条 件 变化 
并 做 出 应 答 。 信 号 转 导 途 径 提供 了 这 种 机 制 。 通 常 
细胞 对 环境 的 应 答 需 要 基因 表达 的 改变 ， 而 信号 转 
导 途 径 最 终 会 导致 转录 因子 的 激活 ， 进 而 激活 一 系 
列 基 因 的 表达 。 

图 12. 35 概括 了 3 种 信号 转 导 途径 ， 蛋 白 激酶 
人 A 途径 、Ras-Raf 途径 、 核 受 体 途径 。 前 两 种 途径 主 
要 通过 蛋白 质 磷酸 化 的 级 联 放 大 激活 各 组 分 并 最 终 
激活 转录 。 我 们 来 详细 探讨 一 下 Ras-Raf 途径 ， 并 
了 解 该 途径 中 异常 组 分 如 何 使 细胞 生长 失控 并 转 为 
癌 细 胞 的 。 


生长 因子 AuR 尿 黄体 生成 激素 
AT U A 
mans 类 视 色素 HARK 
T HEME 
wee [cAMP] 


基因 激活 


图 12.35 


CBP/p300 的 多 种 作用 。3 种 利用 CBP/p300 介 导 转录 激活 的 信号 转 导 途径 均 以 CBP/p300 为 


交汇 中 心 。 各 组 分 的 箭头 仅 表示 在 途经 中 所 处 的 位 置 (如 MAPK 作用 于 AP-1)， 并 不 说 明 反应 的 本 质 
《如 磷酸 化 ) 。 简 洁 起 见 ， 该 图 还 省 略 了 各 途经 的 分 支 。 例 如 ，MAPK 和 PKA 也 使 核 受 体 磷酸 化 ， 尽 管 
其 重要 性 还 不 清楚 。(Source: Adapted from Jankneht, R. and T. Hunter, Transcription: A growing co- 
activator network. Nature 383; 23, 1996. Copyright © 1996. ) 
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图 12. 36 显示 Ras-Raf 途径 ， 其 蛋白 质 是 按照 
哺乳 动物 的 系统 进行 命名 的 。 在 不 同 生物 《如 熟知 
的 果 蝇 ) 中 ， 同 一 途径 的 蛋白 质 有 不 同 的 命名 。 信 
号 途径 开始 于 胞 外 因子 如 与 细胞 膜 受 体 相互 作用 
的 生长 因子 ) 的 诱导 。 当 胞 外 因子 ， 如 表皮 生长 因 
F (epidermal growth factor, EGF) 与 其 受 体 的 胞 
外 域 结 合 后 ， 刺 激 两 个 相 邻 受 体 靠 近 形成 二 聚 体 ， 
并 引起 受 体内 具有 酪 氨 酸 激酶 活性 的 胞 内 域 彼 此 磷 
酸化 。 值 得 注意 的 是 ， 跨 膜 受 体 如 何 将 信号 通过 细 
胞 膜 传人 细胞 内 (拉丁 语 ，transducere， 意 为 “ 穿 
过 ”)。 一 旦 受 体 的 胞 内 域 被 磷酸 化 ,磷酸 酷 氨 酸 分 
子 就 会 吸引 具有 特异 性 磷酸 酷 氨 酸 结合 位 点 〔 称 为 


Q 生长 因子 


SH2 域 ) 的 适 配 体 (adapter) 蛋白 ， 如 GRB2 ( 读 
作 “grab two”), SH2 域 用 以 命名 致癌 蛋白 pp60r 
(能 将 正常 细胞 转 为 类 肿瘤 细胞 ) 上 相似 的 位 点 ， 
SH 表示 “Sre 同 源 ” (Src homology)。GRB2 还 有 
一 个 域 ， 叫 做 SH3〈 也 在 pp60“ 中 发 现 )， 它 可 吸引 
带 有 特殊 琉 水 a 螺旋 的 蛋白 质 ， 如 Sos, Sos 是 一 类 
Ras 交换 因子 (Ras exchanger) ， 能 用 GTP 蔡 换 Ras 
上 的 GDP， 从 而 激活 Ras 蛋白 。Ras 具有 内 在 GTP 
酶 活性 ， 能 将 GTP 水 解 为 GDP 使 其 自身 失 活 。 这 
种 GTP 酶 自身 活性 很 弱 ， 但 能 被 GTP MMT Mo 
É (GTPase activator protein, GAP) 强烈 激活 。 因 
dt, GAP 是 此 信号 途径 的 抑制 剂 。 


图 12.36 含有 Ras 和 Raf 的 信号 转 导 途 径 。 当 生长 因子 或 其 他 胞 外 信号 分 子 〈 红 色 ) 与 受 体 ORE) 
结合 后 ,信号 转 导 就 开始 了 顶部 )。 受 体 结合 配 体 后 发 生 二 聚 化 。 每 个 受 体 单 体 的 胞 内 蛋白 酷 氨 酸 激 
酶 域 彼此 磷酸 化 。 新 的 磷酸 酷 氨 酸 被 适 配 体 分 子 GRB2 (RRE) 识别 ，GRB2 再 与 Ras 交换 因子 Sos 
结合 。Sos ORES) 被 激活 后 将 Ras 蛋白 上 的 GDP 置换 为 GTP， 从 而 激活 Ras (黄色 )。Ras 将 Raf OK 
色 ) 送 到 细胞 膜 上 变 成 激活 态 。Raf 的 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 域 在 膜 上 被 激活 ， 进 而 使 MAPK/ERK 激酶 
(MEK, 金色 ) 磷酸 化 ， 激 活 的 MEK 又 使 胞 外 信号 调节 激酶 (ERK， 粉 色 ) 磷酸 化 。ERK 进入 细胞 
核 ， 将 激活 因子 Elkl GRRE) 磷酸 化 。 被 激活 的 Elkl 刺激 了 某 些 革 因 的 转录 ， 最 终 导致 细胞 分 列 


加 速 。 


一 旦 途径 被 激活 ，Ras 将 吸引 另 一 个 蛋白 质 Raf 
至 细胞 膜 内 表面 ，Raf 在 这 里 被 Ras 激活 。Raf 是 另 


一 种 蛋白 激酶 ， 将 磷酸 基 团 加 到 丝氨酸 和 苏 氨 酸 而 
KERAM E. Raf 的 靶 蛋 白 是 另 一 种 被 称 为 MEK 
ln 


(MAPK/ERK kinase, MAPK/ERK 激酶 ) 的 丝氨酸 
激酶 。 随 后 ，MEK 又 使 另 一 种 蛋白 激酶 ERK ( 胞 
外 细胞 信和 号 调控 激酶 ，extracellularsignaLregulated 
kinase) 磷酸 化 并 激活 。 激 活 的 ERK 可 使 大 量 胞 质 
蛋白 磷酸 化 ， 它 还 能 进入 细胞 核 使 几 种 激活 因子 磷 
酸化 并 激活 ， 包 括 Elk-1。 激 活 的 Elk-1 随后 刺激 那 
些 促 细胞 分 裂 基因 的 转录 。 

至 此 ， 一 个 起 始 于 生长 因子 与 细胞 表面 相互 作 
用 ， 止 于 促 生长 基因 转录 增强 的 信号 转 导 途径 ， 可 
描述 如 下 ， 

生长 因子 一 受 体 一 GRB2 一 Sos 一 Ras 一 Raf 一 
MEK— ERK-> Elk-1~~ 转 录 增强 -~ 更 多 细胞 分 裂 

该 途径 中 编码 许多 组 分 的 基因 都 是 原 痛 基因 
(proto-oncogene) 并 不 令 人 意外 。 原 癌 基 因 的 突变 
将 导致 细胞 生长 失控 及 痛 症 。 如 果 这 些 基因 产生 过 
多 蛋白 质 产物 ， 或 其 产物 活性 过 高 ， 整 个 途径 就 会 
加 快 ， 从 而 导致 细胞 生长 异常 加 快 ， 最 终 引发 癌症 。 


值得 注意 的 是 该 途径 中 信号 的 放大 功能 。 一 个 
EGF 分 子 能 激活 若干 个 Ras 分 子 ， 而 每 个 Ras 分 子 
又 激活 若干 Raf 分 子 。 由 于 Raf 及 随后 的 组 分 全 部 
是 激酶 ， 每 种 酶 能 激活 许多 下 一 个 分 子 。 最 终 ， 一 
分 子 EGF 将 激活 大 量 转录 因子 ， 从 而 引爆 新 的 转 
R. 还 应 注意 ， 这 仅 是 由 一 个 Ras 途径 产生 的 效果 。 
事实 上 ， 途 径 上 有 很 多 分 支点 ， 从 而 形成 网 状 结构 。 
不 同 信号 途径 组 分 间 的 这 种 相互 作用 叫做 信和 号 交流 
(cross talk), 

在 本 节 最 后 介绍 的 Wnt 信号 转 导 途 径 (图 
12. 37) 涉及 我 们 讨论 过 的 另外 两 种 调控 机 制 。 首 
先 ，P-catenin 激活 因子 在 Wnt 信号 不 存在 时 被 磷酸 
化 。 如 同 对 其 他 激活 因子 一 样 ， 这 种 磷酸 化 不 能 激 
活 Bcatenin， 反 而 将 其 标记 为 泛 素 化 ， 从 而 导致 激 
活 因 子 的 降解 。 当 Wnt 信号 存在 时 ，B-catenin 磷酸 
化 作用 中 止 ， 激 活 因子 不 被 泛 素 化 ， 是 稳定 的 ， 能 
够 进入 细胞 核 ， 并 与 LEF-1 协同 激活 友基 因 。 


(a) 无 Wnt 信 号 转 导 (b) 发 生 Wnt 信 号 转 导 
a 
ee 一 ea 一 人 
-一 一 一 ss wa 
ZA m am Ou SS 
GSK-3p Qs C 
B-catenin eo ee 
à 
DB Pa Ub-Ub, 


MYC 


MYC 


图 12.37 Want 信号 途径 。 (a) 无 信号 。 无 信号 分 子 Wg (Wingless) HH, Wnt 受 体 不 与 dsh (di- 
sheveled) 发 生 作用 。 结 果 ， 和 蛋白 激酶 GSK-3B [与 至 少 3 个 其 他 蛋白 质 形 成 的 复合 体 ， 包 括 Bcate- 
nin (红色 )] 使 Bcatenin 磷酸 化 。 磷 酸化 的 fcatenin 被 泛 素 化 ， 进 而 被 26S 蛋白 酶 体 降解 。 因 此 ， 
Bcatenin 不 能 激活 任何 靶 基 因 ， 包 括 原 瘤 基 因 MYC。LEF-1 与 抑制 剂 Groucho 结合 ， 协 助 抑制 
MYC, (b) 有 Wnt 信号 。Wg 结合 Wnt， 从 而 将 信号 传 给 disheveled (dsh) ， 该 蛋白 质 以 某 种 方式 
阻 断 GSK-3B 的 蛋白 激酶 活性 (对 B-catenin 磷酸 化 )。 由 于 Bcatenin 未 被 磷酸 化 ， 因 此 不 会 因 泛 素 
化 而 降解 。 最 后 ，B-catenin 进入 细胞 核 并 协助 LEF-1 共同 激活 MYC 的 转录 。 
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小 结 ”信号 转 导 途 径 通常 始 于 一 个 与 细胞 表 
面 受 体 相互 作用 的 信和 号 分 子 ， 并 由 受 体 将 信号 送 
达 胞 内 ， 从 而 导致 基因 表达 的 改变 。 许多 信和 号 转 
导 途 径 ， 包 括 Ras-Raf 途径 ,， 依 六 蛋白 质 磷酸 化 
在 蛋白 质 间 传递 信号 分 子 ， 并 使 信号 在 每 一 步 得 
到 放大 。 


总 结 


总 结 


真 核 细胞 的 转录 激活 因子 至 少 有 两 个 域 : DNA 结 
合 域 和 转录 激活 域 。DNA 结合 域 包含 像 含 锌 组 件 、( 部 
分 ) 同 源 结 构 域 、 亮 氨 酸 拉链 和 螺旋 - 环 -螺旋 等 模 体 。 
转录 激活 域 有 酸性 域 、 富 谷 氨 酰胺 域 和 富 且 氨 酸 域 。 

锌 指 由 一 个 反 向 平行 的 B 折 屋 及 紧邻 的 一 个 a 
螺旋 组 成 。8 折合 中 包含 一 对 半 胱 氨 酸 ，a 螺旋 包含 
一 对 组 氨 酸 ， 它 们 与 锌 离子 整合 。 氨 基 酸 与 金属 离 
子 的 整合 有 助 于 形成 指 结 构 。 指 结构 与 其 DNA W 
序列 的 特异 性 识别 发 生 于 DNA 双 螺 旋 大 沟 内 。 

GALA 蛋白 的 DNA 结合 模 体 含有 6 个 半 胱 氨 酸 及 
2 SEES FFE LT Ge JM MEA. DNA 识别 组 件 的 短 a 
螺旋 插入 DNA 双 螺 旋 大 沟 并 在 那里 进行 特异 性 相互 作 
FA. GALA 单 体 也 包含 一 个 螺旋 二 聚 化 模 体 ， 能 在 与 
其 他 GALA 单 体 相互 作用 时 形成 平行 的 螺旋 卷曲 。 

I 型 核 受 体 与 另 一 种 蛋白 质 结合 并 位 于 细胞 质 
中 。 当 外 源 激素 配 体 与 1 型 受 体 结合 后 ， 释 放 个 联 
的 胞 质 蛋 白 ， 并 进入 核 内 与 增强 子 结合 ， 行 使 激活 
因子 的 功能 。 糖 皮质 激素 受 体 是 该 类 群 的 代表 。 它 
的 DNA 结合 域 有 2 个 含 锌 组 件 。 一 个 组 件 含有 大 部 
分 与 DNA 结合 相关 的 氨基 酸 ( 在 a 识别 螺旋 中 )， 
另 一 组 件 则 提供 了 和 蛋白质- 蛋白 质 相互 作用 形成 二 聚 
体 的 触 点 。 这 些 含 锌 组 件 利用 4 个 半 胱 氨 酸 与 锌 离 
子 配 位 结合 ， 这 与 典型 的 锌 指 结构 中 两 个 半 胱 氨 酸 
和 两 个 组 氨 酸 与 锌 离子 配 位 不 同 。 

真 核 细 胞 转录 激活 因子 的 同 源 结构 域 包含 的 
DNA 结合 模 体 类 似 原核 细胞 的 螺旋 -转角 -螺旋 模 体 
的 作用 原理 ， 由 一 个 识别 螺旋 嵌入 DNA 大 沟 并 进 
行 特异 性 相互 作用 。 

bZIP 蛋白 通过 亮 氨 酸 拉链 而 二 聚 化 ， 使 每 个 单 
体 的 相 邻 碱 性 区 域 像 一 把 钳子 一 样 夹 住 DNA Æ 
列 。 类 似 地 ，bHLH 蛋白 通过 螺旋 - 环 -螺旋 模 体 而 
IRIE, EAE HK SRE HE BBP STE DNA FEE 
列 ， 很 像 bZIP 蛋白 那样 。bHLH 和 bHLH-ZIP 域 
都 以 相同 方式 结合 DNA 靶 序 列 ， 但 后 者 由 于 其 亮 
氨 酸 拉链 而 有 额外 的 二 聚 化 潜力 。 

激活 因子 蛋白 的 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 是 
相互 独立 的 组 件 。 杂 合 蛋 白质 兼 具 一 种 蛋白 质 的 
DNA 结合 域 和 另 一 种 蛋白 质 的 转录 激活 域 ， 仍 有 激 
活 因 子 功能 。 


激活 因子 通过 与 通用 转录 因子 接触 ， 刺 激 前 起 
始 复合 物 在 启动 子 上 的 组 装 。 体 外 观察 发 现 ， 在 II 
类 启动 子 上 ， 前 起 始 复合 物 的 组 装 是 由 通用 转录 因 
FA RNA RABE I 按 一 定 顺 序 完成 的 ,或 者 是 通 
过 召集 包括 RNA 聚合 酶 和 大 多 数 通用 转录 因子 在 
内 的 聚合 酶 全 酶 来 完成 。 某 些 因子 〈 也 许 就 是 TBP 
或 TFIID) 需 独 立 于 全 酶 之 外 被 召集 。 

二 聚 化 的 巨大 优势 在 于 其 增加 激活 因子 和 DNA 
的 亲和力 。 有 些 激活 因子 形成 同 源 二 聚 体 ， 有 些 则 
形成 更 高 效 的 异 源 二 聚 体 ， 如 Jun 和 Fos, 

增强 子 作用 的 本 质 是 结合 在 增强 子 上 的 激活 因子 
与 结合 在 启动 子 上 的 通用 转录 因子 及 RNA RAMS 
间 发 生 的 相互 作用 。 这 可 能 以 增强 子 和 启动 子 之 间 
DNA 的 环 凸 介 导 ， 至 少 在 理论 上 是 这 样 。DNA RY 
可 以 将 结合 在 不 同 增强 子 上 的 激活 因子 拉 至 足够 靠近 
启动 子 的 位 置 ， 然 后 协同 激活 基因 转录 。 

复合 增强 子 能 使 一 个 特定 基因 对 各 种 激活 因子 
的 不 同 组 合 产生 应 答 。 这 种 排 布 格局 使 细胞 能 够 对 
基因 在 不 同 组 织 或 不 同 发 育 阶段 产生 精细 调控 。 

激活 因子 LEF-]1 通过 其 HMG 域 与 又 DNA 的 
小 沟 结合 并 诱导 DNA 产生 强烈 弯曲 。LEF-1 自身 
不 能 增强 转录 水 平 ， 但 其 所 致 的 DNA 弯曲 可 能 有 
助 于 其 他 激活 因子 与 通用 转录 因子 的 结合 和 相互 作 
用 ， 从 而 刺激 转录 。 另 一 种 激活 因子 HMG I CY), 
可 能 在 人 IFN-8 基因 的 调控 区 发 挥 相同 的 作用 。 这 
些 蛋白 质 是 结构 转录 因子 ， 对 于 IFN-B 增强 子 ， 激 
活 作 用 需要 包括 HMGI CY) 在 内 的 几 种 激活 因子 
协同 结合 ， 以 形成 一 个 特定 形状 的 增强 体 。 

隔离 子 是 一 种 DNA 元 件 ， 可 屏蔽 增强 子 对 基 
因 的 激活 作用 (增强 子 屏蔽 活性 )， 或 沉默 子 对 基因 
的 抑制 作用 〈 阻 过 物 活性 )。 有 些 隔离 子 兼 具 以 上 两 
种 功能 ， 有 些 则 只 具 其 中 一 种 功能 。 隔 离子 可 能 通 
过 成 对 合作 发 挥 作用 ， 两 个 隔离 子 上 结合 的 蛋白 相 
互 作用 形成 DNA 环 ， 这 种 环 可 隔离 增强 子 和 沉默 
子 ， 使 其 不 能 再 激活 或 抑制 启动 子 。 这 样 ， 隔 离子 
可 能 在 染色 体 的 不 同 DNA 区 域 间 形 成 边界 。 当 两 
个 或 更 多 隔离 子 同时 位 于 启动 子 和 增强 子 之 间 时 ， 
彼此 的 作用 相互 抵消 ， 可 能 是 通过 其 上 的 结合 蛋白 
相互 作用 ， 从 而 阻止 DNA 成 环 对 增强 子 与 启动 子 
的 隔离 。 另 一 种 情况 是 ， 相 邻 隔 离子 结合 蛋白 间 的 
相互 作用 阻止 隔离 子 与 隔离 子 小 体 的 结合 ， 这 可 阻 
止 隔离 子 活性 。 

几 种 不 同 转录 激活 因子 ， 包 括 CREB、 核 受 体 以 
及 AP-1， 不 是 通过 直接 结合 基本 转录 装置 来 激活 转 
R, WEG CBP (或 其 同 源 蛋 白 p30) 结合， 
再 与 基本 转录 装置 作用 并 将 其 召集 到 启动 子 上 。 与 核 
受 体 响 应 元 件 结合 的 CBP/p300 也 能 召集 CARMI, 
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CARMI ff CBP/p300 上 与 CREB 相互 作用 的 一 个 精 
氨 酸 甲 基 化 ， 从 而 抑制 CREB 应 答 基因 的 激活 。 

某 些 激活 因子 和 辅 激活 因子 受 泛 素 介 导 的 降解 
作用 所 调控 。 这 些 蛋 白质 被 泛 素 标记 后 ， 由 26S 蛋 
白 酶 体 进行 降解 。 一 些 激活 因子 的 单 泛 素 化 会 产生 
激活 效应 ， 而 多 泛 素 化 则 使 同一 个 蛋白 质 标记 为 降 
解 。 来 自 蛋 白 酶 体 的 19S 调节 颗粒 的 蛋白 质 能 通过 
重 构 模型 来 激活 转录 因子 从 而 刺激 转录 。 

某 些 激活 因子 可 以 被 SUMO 修饰 〈( 偶 联 一 个 类 
证 素 小 蛋白 SUMO)， 使 它们 被 隔离 在 核 体内 ， 不 
能 行使 转录 激活 功能 。 非 组 蛋白 激活 因子 和 抑制 剂 
能 被 HAT 乙酰 化 ， 从 而 产生 激活 或 抑制 效应 。 

信号 转 导 途径 通常 始 于 一 个 与 细胞 表面 受 体 相 
互 作用 的 信号 分 子 ， 并 由 受 体 将 信号 送 达 胞 内 导致 
基因 表达 改变 。 许 多 信号 转 导 途 径 ， 包 括 Ras-Raf 
途径， 依赖 蛋白 质 磷酸 化 在 蛋白 质 间 传 递 信号 分 子 、 
并 使 信号 在 每 一 步 得 到 放大 。 激 活 因 子 和 信号 转 导 
途径 上 的 其 他 组 分 的 泛 素 化 和 SUMO 修饰 也 能 在 这 
些 途 径 中 产生 重要 影响 。 
复习 是 

1, 列举 真 核 激活 因子 3 类 不 同 的 DNA 结合 域 。 

2, 列举 真 核 激活 因子 3 类 不 同 的 转录 激活 域 。 

3. 图 示 锌 指 结构 ， 指 出 指 形 结构 中 的 DNA 结 
合 模 体 。 

4. 列举 典型 原核 生物 螺旋 -转角 -螺旋 域 和 
Zif268 锌 指 域 的 一 个 重要 相同 点 和 3 个 不 同 点 。 

5. 图 示 与 DNA 相互 作用 的 两 个 GALA 蛋白 N 
端 65 个 氨基 酸 形成 的 二 聚 体 结构 图 。 图 中 显示 二 聚 
体 域 和 两 个 DNA 结合 域 中 与 DNA 结合 位 点 相互 作 
用 的 模 体 ， 显 示 每 个 DNA 结合 域 中 的 金属 离子 及 
配 位 氨基 酸 〈 包 括 其 数目 ) 。 

6 在 一 般 意 义 上 ， 核 受 体 的 功能 是 什么 ? 

7. 解释 1 型 和 型 核 受 体 的 区 别 ， 每 种 举 出 一 
个 实例 。 

8. 列 出 核 受 体 的 每 个 DNA 结合 域 中 的 金属 离 
子 及 配 位 氨基 酸 (包括 其 数目 )。DNA 结合 域 的 哪 
一 部 分 与 DNA 的 碱 基 相互 作用 ? 

9. 同 源 结构 域 的 本 质 是 什么 ? 它 与 哪 种 DNA 
结合 域 最 相似 ? 

10. 图 示 亮 氨 酸 拉链 底面 观 ， 并 由 图 解释 亮 氨 
酸 拉链 结构 和 功能 间 的 关系 。 

11. 图 示 bZIP 蛋白 与 DNA 结合 位 点 相互 作用 
的 示意 图 。 

12. 描述 并 解释 基因 特异 转录 因子 的 DNA 结合 
域 与 转录 激活 域 彼此 独立 的 实验 结果 。 

13. 举 出 召集 工 类 前 起 始 复合 物 的 两 种 模型 ， 
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其 中 一 个 涉及 聚合 酶 全 酶 - 

14. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 酸性 转录 激活 
域 结合 TFIID。 

15. 举 出 有 利于 全 酶 召集 模型 的 证 据 。 

16. 举 出 两 个 质疑 全 酶 召集 模型 的 证 据 。 

17. 为 什么 蛋白 二 聚 体 (RURA) 在 DNA 结 
合 中 比 单 体 更 有 效 ? 为 什么 与 DNA 特异 性 序列 的 
高 亲和力 对 转录 激活 因子 很 重要 ? 

18. 列举 3 种 模式 解释 增强 子 如何 作 用 于 相距 
几 百 个 碱 基 以 外 的 启动 子 。 

19. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 连 环 体 DNA 一 
个 环 含 增强 子 另 一 个 环 含 启动 子 ， 对 两 个 DNA 元 
件 的 分 离 效 果 。 该 实验 倾向 于 哪 种 增强 子 活性 模型 ? 
为 什么 ? 

20. 复合 增强 子 有 什么 优势 ? 

21. 解释 LiCl 如 何 使 海胆 胚胎 发 育 过 程 中 内 胚 
层 过 度 生 长 。 

22. LEF-1 ÆA TARRE a 链 的 激活 因子 ， 
但 LEF-1 自身 无 法 激活 该 基因 。LEF-1 如 何 发 挥 作 
FA? 给 出 支持 答案 的 证 据 。 

23, LEF-1 与 DNA 破 序 列 的 大 沟 还 是 小 沟 结 
合 ? 给 出 支持 答案 的 证 据 。 

24. 隔离 子 有 什么 作用 ? 

25. 绘制 模型 解释 如 下 的 结果 ， a) 在 增强 子 
和 启动 子 之 问 的 一 个 隔离 子 部 分 抑制 增强 子 活性 ; 
CO) 在 增强 子 和 启动 子 之 间 的 两 个 隔离 子 不 抑制 增 
强 子 活性 ;(c) 在 增强 子 任意 一 边 的 一 个 隔离 子 会 
严重 抑制 增强 子 活 性 。 

26. 在 增强 子 和 启动 子 间 有 3 拷贝 的 隔离 子 会 
出 现 什么 效应 ”如 何 解释 该 现象 ? 

27. 描述 验证 中 介 物 效应 的 实验 及 结果 。 

28. 图 示 CBP 作为 辅 激活 因子 的 作用 ，(a) BE 
酸化 的 CREB; (b) 核 受 体 。 

29. 信号 转 导 途 径 如 何 放 大 信号 ? 举例 说 明 。 

30. 给 出 并 解释 泛 素 对 转录 的 负 调 控 假说 。 

31. 给 出 并 解释 蛋白 酶 体 对 转录 的 正 调控 假说 。 


分 析 题 


1. 设计 一 个 实验 ， 显 示 TFIIB 直接 与 酸性 激活 
域 结合 ， 并 显示 正 向 激活 结果 。 

2. 假设 你 在 研究 由 3 个 增强 子 调控 的 人 BLU 
基因 。 推测 可 能 结合 在 3 个 增强 子 上 的 蛋白 质 间 相 
互 作用 形成 激活 所 需 的 增强 体 。 这 种 相互 作用 需要 
增强 子 间 具有 怎样 的 间隔 序列 ? 在 间隔 序列 中 引入 
怎样 的 改变 来 验证 你 的 假说 ? 期 望 得 到 什么 结果 ? 
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在 讨论 真 核 基 因 转录 时 ， 我 们 一 直 在 忽略 一 个 
重要 的 事实 ， 即 天 然 真 核 基因 并 不 以 裸 DNA 分 子 
状态 存在 ， 甚 至 也 没有 仅 结合 了 转录 因子 的 DNA 
分 子 。 相 反 ， 它 们 与 其 他 蛋白 质 ， 特 别 是 一 类 称 为 
组 蛋白 的 碱 性 蛋白 质 形成 复合 物 ， 这 种 复合 物 被 称 
为 染色 质 〈chromatin)。 我 们 将 看 到 ， 组 蛋白 能 抑 
制 基因 转录 ， 而 多 年 来 一 直 认为 组 蛋白 是 一 类 毫 无 
意义 的 基因 转录 阻碍 物 。 现 在 我 们 意识 到 组 蛋白 与 
DNA 和 转录 因子 以 动态 方式 相互 作用 调控 基因 的 表 
达 。 本 章 先 介绍 组 蛋白 和 染色 质 的 结构 ， 然 后 探讨 
组 蛋白 与 其 他 染色 质 蛋 白 合作 对 转录 进行 调控 的 
BH. 


13.1 组 蛋白 


大 多 数 真 核 细胞 含有 5 类 不 同 的 组 蛋白 Chis- 
tone)，H1、H2A、H2B、H3、H4。 图 13.1 显示 
这 5 种 组 蛋白 可 以 通过 凝 胶 电 泳 分 离 。 组 蛋白 是 含 
量 极 丰富 的 蛋白 质 ， 在 真 核 细 胞 核 中 组 蛋白 的 量 与 
DNA 的 量 是 相同 的 。 组 蛋白 也 是 碱 性 极 强 的 蛋白 
质 ， 其 中 至 少 20% 的 氨基 酸 是 精 氨 酸 或 赖 氨 酸 ,在 
中 性 pH 环境 中 带 较 强 的 正 电荷 。 根 据 这 个 特性 ， 
可 用 强酸 ， 如 1. Smol/L HCI， 从 细胞 中 提取 组 蛋 
白 ， 而 这 种 条 件 足以 破坏 大 多 数 蛋 白质 。 也 正 是 由 
于 这 种 碱 性 的 本 质 ， 组 蛋白 在 非 变性 电泳 中 向 阴极 
泳 动 ， 而 大 多 数 蛋白 质 呈 酸性 ， 电 泳 中 向 阳极 泳 动 。 
大 多 数组 蛋白 在 生物 间 具有 高 度 保守 性 ， 组 蛋白 H4 
就 是 极端 的 例子 。 牛 组 蛋白 H4 SRO H 相 比 , 在 


总 共 102 个 氨基 酸 中 仅 有 2 个 氨基 酸 不 同 ， 且 都 是 
保守 性 的 改变 ， 即 一 种 碱 性 氨基 酸 〈 赖 氨 酸 ) 替代 
另 一 种 碱 性 氨基 酸 ( 精 氨 酸 )， 以 及 一 种 玻 水 性 氨基 
FR CBIR) 替代 另 一 种 疏水 性 氨基 酸 〈 异 亮 氨 
酸 )。 换 名 话说， 起 源 于 同一 祖先 的 两 个 物种 一 一 牛 
和 耽 豆 在 漫长 的 历史 进化 中 ， 它 们 的 组 蛋白 H 只 
有 2 个 氨基 酸 发 生 了 改变 。 组 蛋白 H3 在 进化 上 也 
极端 保守 ， 组 蛋白 H2A 和 H2B 中 度 保守 ， 但 组 蛋 
白 Hl 在 不 同 物种 问 变异 较 大 。 表 13. 1 列举 了 组 蛋 
白 的 某 些 特性 。 


es 


-一 Ha3 
二 Hæ 

H2A 
一 H4 


图 13.1 电泳 分 离 组 蛋白 。 率 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 
分 离 小 牛 胸 腺 组 蛋白 。 (Source: Panyim and 
Chalkley. Archives of Biochem. & Biophys. 130, 
1969, £.6A, p. 343. Reprinted with permission of 
Academic Press. ) 
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表 13.1 组 蛋白 的 基本 性 质 


组 蛋白 类 型 组 蛋白 


HAT RR (MD) 保守 程度 


核心 组 蛋白 一 一 能 与 DNA 组 装 成 颗粒 H3 
H4 
核心 组 蛋白 一 一 位 于 核心 颗粒 的 外 围 H2A 


H2B 


类 Hl 组 蛋白 H1 
Hie 
HS 


154 000 
11340 
14 000 
13770 


高 度 保守 
高 度 保守 
组 织 与 物种 间 中 度 变异 
组 织 与 物种 间 中 度 变 异 


组 织 与 物种 间 显著 变异 

易 变 ， 多 数 出 现在 非 复制 细胞 
非常 易 变 ， 仅 出 现 于 某 些 物种 的 
无 转录 活性 细胞 


21 500 
约 21 500 
21 500 


Source; © 1983, From Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, by Butler, P. J. C. Reproduced by per- 
mission of Taylor & Francis Group. LLC, , http://www. taylorandfrancis. com 


图 13.1 给 人 一 种 组 蛋白 一 个 类 型 的 印象 。 然 
而 ， 通 过 高 分 辨 率 分 离 ， 组 蛋白 表现 出 很 大 的 多 样 
性 。 造 成 这 种 多 样 性 有 两 个 原因 ， 基 因 重 复 和 翻译 
后 的 修饰 。 在 真 核 生 物 中 大 多 数 蛋 白质 编码 基因 是 
单 拷贝 的 ， 而 组 蛋白 基因 则 呈 高 拷贝 , 小 鼠 为 10 一 
20 拷贝 ， 果 蝇 约 为 100 拷贝 。 其 中 的 许多 拷贝 是 相 
同 的， 但 有 些 则 完全 不 同 。 组 蛋白 H1 (AAMAR 
组 蛋白 ) 变异 最 大 ， 在 小 鼠 中 至 少 有 6 个 亚 型 。 有 
一 种 Hl 变种 被 称 为 H1*。 在 鱼 类 、 鸟 类 、 两 栖 类 
和 息 行 类 等 动物 中 有 另 一 种 富 含 赖 氮 酸 的 组 蛋白 ， 
它 可 能 是 H1 的 一 种 极端 变种 ， 但 是 它 与 H1 的 差 
异 太 大 ， 通常 又 将 其 称 为 H5。 组 蛋白 H4 的 变异 最 
小 ,迄今 只 报道 了 两 个 变种 且 极 为 少见 。 人 们 推测 
特定 组 蛋白 的 各 个 变种 在 本 质 上 具有 相同 的 功能 ， 
但 每 一 种 都 对 染色 质 特性 有 不 同 程度 的 影响 。 

组 蛋白 异 质 性 的 第 二 个 原因 是 翻译 后 修饰 ， 它 
是 变异 的 主要 来 源 ， 以 至 于 Kensal van Holder 把 它 
称 为 “baroque”( 意 为 结构 复杂 怪异 的 )。 最 常见 的 
组 蛋白 修饰 方式 是 乙酰 化 ， 发 生 在 N 端 氨基 基 团 和 
MAM e 氨 基 基 团 上 。 其 他 修饰 方式 还 有 赖 氨 酸 
# 氨 基 的 甲 基 化 和 磷酸 化 、 丝 氨 酸 和 苏 氨 酸 O 磷酸 
化 以 及 赖 氨 酸 和 组 氨 酸 N- 磷 酸化 。 这 些 修饰 是 动态 
过 程 ， 所 修饰 的 基 团 能 被 除去 ， 也 可 添加 。 至 少 某 
些 组 蛋白 的 修饰 会 影响 染色 质 的 结构 和 功能 ， 并 且 
在 调控 基因 活性 方面 发 挥 重要 作用 。 我 们 将 在 本 章 
的 后 面 讨论 这 一 现象 。 


13.2 核 小 体 


典型 人 类 染色 体 的 长 宽 比 超过 1000 万 : 1, 如 

此 长 而 细 的 分 子 如 果 不 能 有 序 地 折 释 起 来 将 会 纠结 

在 一 起 造成 混乱 。 此 外 ， 如 果 将 人 类 一 个 细胞 中 的 

全 部 DNA 连接 起 来 ， 将 达到 2m 长 ， 而 这 样 长 的 
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DNA DAR AME HELA 10pm 的 细胞 核 内 ， 因 
此 必须 考虑 如 何 折 秋 的 问题 。 事 实 上 ， 如 果 把 人 体 
内 所 有 DNA 分 子 首尾 相 接 ， 其 长 度 足 以 从 地 球 到 
太阳 来 回 很 多 次 。 因 此 ， 在 人 类 或 其 他 生物 体 中 就 
必然 发 生 DNA 的 高 度 折 公 。 我 们 将 看 到 真 核 细胞 
DNA 确实 以 多 种 方式 进行 折 肥 。 一 级 折 伙 形成 的 结 
构 称 为 核 小 体 〈nucleosome)， 它 有 一 个 组 蛋白 的 
核 ， 外 面 缠绕 着 DNA。 

早 在 1956 年 ，Maurice Wilkins 应 用 X 射线 衍 
射 技术 研究 了 完整 细胞 核 内 DNA 的 结构 ， 显 示 有 
明显 条 带 ， 表 明 有 比 双 螺旋 本 身 更 大 的 重复 结构 。 
Aaron Klug、Roger Kornberg、Francis Crick 等 在 随 
后 进行 X 射线 衍射 实验 中 也 证 实 ， 存 在 间隔 约 为 
100A 的 强 重复 结构 ， 这 与 核 小 体 相 当 ， 其 直径 约 为 
110Å, 1974 年 Kornberg 发 现 ， 可 用 化 学 方法 使 组 
蛋白 H3 与 H4 或 H2A 与 H2B 在 溶液 中 发 生 交 联 ， 
此 外 ， 他 还 发 现在 溶液 中 H3 和 H4 以 〔H3-H4)。 
四 人 聚 体形 式 存在 。 他 还 注意 到 染色 质 由 大 致 等 量 的 
组 蛋白 和 DNA 组 成 ， 而 组 蛋白 H1 的 浓度 约 为 其 他 
组 蛋白 的 一 半 。 这 相当 于 每 隔 200bp 的 DNA 就 会 
有 一 个 组 蛋白 八 聚 体 (各 2 分 子 的 H2A、H2B、H3 
和 H4) 和 1 分 子 的 组 蛋白 H1。 最 后 ， 他 用 H3-H4 
四 聚 体 ，H2A-H2B ÆR {kH DNA 重建 了 染色 质 ， 
并 发 现 重建 染色 质 的 X 射线 衍射 图 与 天 然 染色 质 相 
m. 其 他 研究 人 员 ， 包 括 Gary Felsenfeld 和 
L. A. Burgoyne 也 证 实 ， 用 各 种 核酸 酶 切割 染色 质 产 
生 大 小 约 为 200bp 的 DNA 片段 。 综合 上 述 结果 ， 
Kornberg 认为 染色 质 是 由 组 蛋白 八 聚 体 加 1 分 子 的 
H1 组 蛋白 与 约 200bp 的 DNA 结合 构成 的 重复 
结构 。 

Georgiev 及 同事 发 现 组 蛋白 H1 比 另 外 4 种 组 
蛋白 更 易 从 染色 质 中 去 除 。1975 年 ，Pierre Cham- 
bon 及 同事 利用 组 蛋白 H1 的 这 一 特性 ， 经 胰 蛋 白 酶 
和 高 盐 缓冲 液 处 理 ， 选 择 性 地 从 染色 质 中 去 除 H1, 


发 现 处 理 后 的 染色 质 出 现 “串珠 ”结构 〈beads-om- 
astring) (H 13. 2a) ， 他 们 将 珠子 命名 为 核 小 体 。 
图 13. 2b 显示 Chambon 及 同事 纯化 的 鸡 红 血 细 胞 的 
核 小 体 ， 并 用 微 球菌 核酸 酶 在 珠子 间 切 割 DNA R. 


(b) 
图 13. 2 核 小 体 的 早期 电镜 照片 。(a) 核 小 体 串 。 
Chambon 及 同事 用 胰 和 蛋白酶 去 除 鸡 红 血 细胞 染色 
质 的 组 蛋白 H1， 显 示 串 珠 状 结构 。 横 线 长 度 为 
500nm。(b) 分 离 的 核 小 体 。Chambon 小 组 用 微 球 
菌 核酸 酶 在 核 小 体 之 间 切 割 ， 然 后 超速 离心 分 离 
这 些 颗粒 。 篆 头 所 指 为 两 个 典型 的 核 小 体 。 标尺 
X 250nm, (Source: Oudet P., M.Gross-Bel- 
larard, and P.Chanaban, Electron microscopic 
and biochemical evidence that chromatin structure 
is a repeating unit. Cell 4 (1975), f.4b & 5, 
pp. 286-87. Reprinted by permission of Elsevier Sci- 
ence. ) 


J. P. Baldwin 及 同事 对 核 小 体 进行 中 子 散射 分 
析 (neutron-scattering analysis)， 该 技术 与 X 射线 
衡 射 技术 相似 ， 只 是 用 中 子 东 代替 了 射线。 样品 
的 中 子 散射 图 为 推测 样品 分 子 的 三 维 结构 提供 了 线 
索 。 研究 人 员 发 现 了 一 个 散射 中 子 环 ， 相 当 于 约 
105A 的 重复 距离 ， 与 X 射线 衍射 结果 一 致 。 而 且 ， 
总 体 散射 模式 图 显示 蛋白 质 和 DNA 位 于 核 小 体 的 


不 同 区 域 。 基 于 这 些 结果 ，Baldwin 及 同事 认为 核心 
组 蛋白 (H2A, H2B, H3, H4) 形成 一 个 球体 ， 
DNA 分 子 盘 绕 其 外 ， 这 种 结构 有 利于 减少 DNA 链 
发 生 弯曲 的 程度 。 事 实 上 ， 结 构 僵硬 的 双 链 DNA 
很 难 弯曲 到 足以 紧密 地 结合 在 核 小 体内 。 他 们 还 将 
组 蛋白 Hl 置 于 外 部 ,与 其 易于 从 染色 质 中 除去 相 
一 致 。 

几 个 研究 小 组 都 利用 X 射线 衍射 技术 确定 了 组 
蛋白 八 聚 体 的 结构 。 根 据 Evangelos Moudrianakis 及 
同事 1991 年 的 研究 结果 ， 当 从 不 同 的 方向 观看 时 ， 
八 聚 体 呈现 出 不 同 的 形状 ， 但 大 多 数 视 点 揭示 出 一 个 
由 3 部 分 组 成 的 结构 。 如 图 13.3 所 示 ， 此 三 分 体 结 
构 包含 一 个 〈H3-H4); 核心 附着 在 两 个 H2A-H2B 二 
聚 体 上 。 其 整体 结构 形似 圆 盘 或 饼 状 冰球 〈 一 面 已 磨 
损 成 模型 )。 注 意 ， 这 种 结构 与 Kornberg 在 溶液 中 获 
得 的 几 种 组 蛋白 之 间 关系 的 数据 是 相符 的 ， 也 与 组 蛋 
白 八 聚 体 可 解 离 成 一 个 〈(H3-H4): 四 聚 体 及 两 个 
H2A-H2B 二 聚 体 的 事实 相 一 致 

DNA 到 底 是 在 哪儿 装配 的 呢 ? 上 述 实验 结果 不 
可 能 回答 此 问题 ， 因 为 晶体 并 不 包括 DNA 分 子 。 
然而 ， 预 测 八 聚 体 表面 的 凹 槽 呈现 为 左旋 斜面 ， 可 
为 DNA 提供 一 个 缠绕 的 路 径 〈 图 13. 3c), 1997 年 ， 
Timothy Richmond 及 同事 成 功 地 获得 了 含有 DNA 
的 核 小 体 核心 颗粒 晶体 。 正 如 最 初 所 定义 的 ， 核 小 
体 含有 大 约 200bp 的 DNA 分 子 。 这 是 经 温和 核酸 
酶 处 理 染 色 质 所 释放 出 来 的 DNA 片段 长 度 。 经 核 
酸 酶 完全 消化 后 产生 的 核心 核 小 体 (core nucleo- 
some)， 包 括 147bp DNA 片段 和 由 4 种 核心 组 蛋白 
(core histone) (H2A、H2B、H3 和 H4) 组 成 的 八 
聚 体 ， 但 是 没有 组 蛋白 HI (通常 相对 容易 除去 ) 。 

图 13.4 显示 的 是 Richmond 等 确定 的 核 小 体 结 
构 。 可 见 DNA 分 子 盘 绕 核心 组 蛋白 约 2 圈 ，H3-H4 
四 聚 体位 于 顶部 而 H2A-H2B 二 聚 体 你 近 底部 。 这 
种 排列 方式 在 图 13. 4a 的 右 侧 模型 中 特别 明显 。 组 
蛋白 本 身 的 构造 十 分 有 趣 ， 所 有 核心 组 蛋白 都 符合 
AFORE AM 〈histone fold) 基本 法 则 。 组 蛋 
HHEH 2 个 环 所 连接 的 3 个 a 螺旋 所 组 成 的 ， 
而 “螺旋 都 含有 伸展 的 尾部 〈 约 占 核心 组 蛋白 量 的 
28%) 。 相 对 而 言 ， 尾 部 的 结构 性 不 强 ， 因 而 在 晶体 
结构 中 不 包含 尾部 的 大 部 分 长 度 。 去 除 DNA 后 ， 尾 
部 就 特别 明显 图 13. 4c). H2B 和 H3 的 尾部 从 2 个 
相 邻 的 DNA 小 沟 所 形成 的 间隙 中 穿 出 核心 颗粒 〈 图 
13. 4a 左上 端的 长 紫色 尾部 )。H4 的 一 个 尾部 暴露 在 
核心 颗粒 侧面 (图 13. 4a 右 部 )。 此 尾部 富 含 碱 性 氨 
基 酸 残 基 ， 并 能 与 相 邻 核 小 体 的 H2A-H2B 二 聚 体 的 
酸性 区 域 强烈 互 作 。 这 种 互 作 可 能 对 核 小 体 间 的 交 联 
起 着 重要 作用 ， 在 本 章 后 面 将 讨论 这 一 部 分 。 
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图 13.3 由 X 射 线 晶 体 学 所 揭示 的 组 蛋白 八 聚 体 的 两 面 观 及 推测 的 核 小 体 DNA 缠绕 路 径 示 意图 。 
H2A-H2B 二 聚 体 呈 深蓝 色 ，(H3-H4)* 四 聚 体 呈 浅 蓝 色 。 图 (b) 的 八 聚 体 是 图 Ca) 的 八 聚 体 向 下 旋 
转 90YC 而 成 。 图 〈a) 的 横 形 薄 边 面向 读者 ， 在 图 Cb) 中 则 位 于 下 方 ， 可 明显 看 到 ， 析 形 的 缩 窄 部 分 
源 自 H3-H4 RE.) 预测 的 DNA 盘 绕组 蛋白 八 聚 体 的 路 径 。 直 径 20A 的 DNA 分 子 〈 灰 蓝 色 管 
状 ) 几乎 遮 住 了 八 聚 体 [其 定位 与 图 (a) H]. (Sources: (eb) Arents, A., R.W. Burlingame, 
B. -C. Wang, W. B. Love, and E. N. Moudrianakis, The nucleosomal core histone octamer at 3. 1A reso- 
lution: A tripartite protein assembly and a left-handed superhelix. Proceedingsof the National Academy 
of Sciences USA 88 (Nov 1991), f.3, p. 10150. (c) Arents, A. and E. N. Moudrianakis, Topography 
of the histone octamer surface; Repeating structural motifs utilized in the docking of nucleosomal 
DNA. Proceedings of the National Academy of Sciences UAS 90 (Nov 1993), f.3a, 1 & 4, 
pp. 10490-91. Copyright © National Academy of Sciences, USA.) 


(c) 


图 13. 4 核 小 体 核心 颗粒 的 晶体 结构 。Richmond 等 结晶 了 由 146bp DNA 和 克隆 的 核心 组 蛋白 组 成 的 核 
心 颗粒 ， 而 后 确定 了 晶体 结构 .(a) 核心 颗粒 的 两 个 视图 。 左 边 为 正面 ， 右 边 为 侧面 。 外 面 的 DNA 分 子 
用 茶 绿色 表示 ， 核 心 组 蛋白 用 以 下 颜色 ，H2A， 黄 色 ;，H2B， 红 色 ; H3, 紫色 ; H4, 绿色 。H3 的 尾部 
(箭头 所 示 ) 通过 两 个 相 邻 DNA 分 子 小 凹 槽 所 形成 的 裂 队 横 穿 核心 颗粒 。(b) 核心 颗粒 的 一 半 结构 ， 显 示 
73bp DNA 分 子 和 每 种 核心 组 蛋白 至 少 一 个 分 子 .(c) 去 除 DNA 的 核心 颗粒 。(Sources: (ab) Luger, K. ， 
A. W. Mader, R. K. Richmond, D. F. Sargent, and T.J. Richmond, Crystal structure of the nucleosome 
core particle at 2. 8A Resolution. Nature 389 (18 Sep 1997) f.1, p. 252. Copyright © Macmillan Magazines 
Ltd. (c) Rhodes, D., Chromatin structure: The nucleosome core all wrapped up. Nature 389 (18 Sep 
1997) f. 2, p. 233. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


以 上 核 小 体 的 模型 及 其 他 模型 均 揭示 DNA 分 (minichromosome) 的 研究 中 也 观察 到 DNA 被 压缩 
子 盘 绕 核心 颗粒 约 1. 75 次 ， 压缩 DNA 的 长 度 6 一 7 了 相同 的 倍数 。 由 于 SV40 DNA 在 哺乳 动物 细胞 核 
ffi. 1975 Æ, Jack Griffith 在 对 SV40 微小 染色 体 中 复制 ， 暴 露 给 哺乳 动物 的 组 蛋白 ， 形 成 典型 的 核 
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小 体 。 图 13. 5 显示 了 SV40 DNA 的 两 种 形态 图 ， 
主 图 显示 去 除 所 有 蛋白 质 后 的 DNA 分 子 ， 插 图 显 
示 在 相同 倍数 下 结合 所 有 组 蛋白 的 微小 染色 体 . 微 
小 染色 体 看 起 来 这 么 小 的 原因 是 在 核 小 体 中 DNA 
盘 绕组 蛋白 核心 颗粒 而 被 压缩 。 


图 13.5 核 小 体 中 DNA 的 浓缩 。 主 图 是 去 除 组 蛋 
白 的 SV40 DNA 分 子 ， 相 邻 的 插图 是 SV40 微小 染 
色 体 ， 两 者 均 为 相同 放大 售 数 的 电镜 照片 。 以 核 小 
体形 式 存 在 的 DNA 分 子 的 压缩 现象 很 明显 。 
(Source: Griffith, J., Chromatin structure: De- 
duced from a minichromosome. Science 187; 1202 
(28 March 1975) . Copyright © AAAS. ) 


小 结 、 真 核 生 物 DNA 与 叫做 组 蛋白 的 碱 性 
蛋白 质 分 子 结合 ， 形 成 核 小 体 结构 。 核 小 体 包含 
生 对 核心 组 蛋白 CH2A, H2B, H3, H4), 它们 
构成 攀 形 盘 状 结构 ， 周 围 包 囊 着 约 147bp 的 
DNA 片段 。 组 蛋白 H1 比 核心 组 蛋白 更 容易 从 核 
小 体 去 除 ， 因 而 不 是 核心 核 小 体 部 分 。 


30nm 纤 丝 


在 串珠 状 核 小 体 结构 形成 之 后 ， 染 色 质 折合 的 
下 一 级 结构 就 是 形成 直径 约 30nm 的 纤 丝 《30nm fi- 
ber) 。 截 至 2005 年 ， 还 未 能 结晶 出 染色 质 中 比 核 小 
体 核心 颗粒 更 大 的 任何 组 分 ， 研 究 人 员 不 得 不 采用 
分 辨 率 较 低 的 技术 ， 如 电子 显微镜 〈electronic mi- 
croscopy, EM) 来 研究 染色 质 的 更 高 级 结构 。 图 
13. 6 是 电镜 研究 的 结果 ， 显 示 核 小 体 串 如 何 随 离子 
强度 的 增加 而 浓缩 成 30nm 纤 丝 。 这 一 压缩 是 在 核 
小 体 自身 对 DNA 链 浓缩 (6 一 7 倍 ) 的 基础 上 又 浓 
缩 了 6~7 fe 

30nm 纤 丝 的 结构 是 什么 ? 这 个 问题 困扰 了 分 子 
生物 学 家 数 十 年 。1976 年 ，Aaron Klug 及 同事 在 电 
子 显微镜 观察 和 小 角度 X 射线 散射 数据 的 基础 上 提 
出 了 螺 线 管 〈solenoid) 模型 ， 即 核 小 体 排列 在 空心 
的 紧密 螺旋 中 〈 和 希腊 语 : solen 一 管子 )。 但 是 其 他 
人 不 接受 螺 线 管 模型 ， 提 出 了 多 种 其 他 结构 模型 ， 
如 核 小 体 的 Z 字形 丝带 、 核 小 体 相 对 无 序 的 超级 珠 
《superbead) 、 核 小 体 的 不 规则 开放 螺旋 排列 、 双 起 


始 螺 旋 (two-start helix) 等 。 其 中 双 起 始 螺旋 中 ， 
两 个 核 小 体 间 的 连接 体 DNA (DNA linker) 在 由 堆 
鸽 的 核 小 体 所 组 成 的 两 个 螺旋 排列 之 间 Z 字形 往返 
排列 。 

为 解决 这 个 长 期 争论 的 问题 ， 需 要 高 分 辩 率 的 
结构 数据 。2005 年 Richmond 及 同事 终于 取得 了 突 
破 ， 他 们 报道 了 四 聚 核 小 体 或 4 个 核 小 体 串 的 X 射 
线 晶体 结构 。 该 结构 的 分 辩 率 不 高 ， 只 有 9A， 但 是 
效果 很 好 ， 足 以 整合 高 分 辩 率 的 单个 核 小 体 , 图 
13.7 给 出 了 4 个 核 小 体 的 结构 。 图 13. 7a 以 一 串 核 
小 体 开始 ， 此 时 只 受 DNA 双 链 缠绕 每 个 核 小 体 的 
转 数 和 核 小 体 之 间 连 接 体 DNA 的 长 度 所 限 。 可 以 
是 核 小 体 一 个 重 一 个 地 将 连接 体 DNA 缠绕 起 来 ， 
或 是 保持 Z 字 形 排列 形成 两 操 ， 每 操 含 有 相隔 的 核 
小 体 (图 13.7b) 。 

实际 上 ， 四 聚 核 小 体 (tetranucleosome) hy ih 
体 结构 支持 Z 字形 排列 ， 其 图 形 很 复杂 ， 图 13. 7a 
的 示意 图 有 助 于 理解 ， 三 维 视图 容易 观察 ， 通 过 以 
下 链接 : http://www. nature. com /nature/journal/ 
v436/n7047/suppinfo/nature0368. html 可 进入 视频 。 

随 着 视频 放映 ， 结 构 不 断 旋转 ， 可 见 所 有 核 小 体 
之 间 的 连接 只 有 DNA， 欣 赏 该 结构 的 Z 字 形 本 质 。 

ZL 字形 结构 对 染色 质 的 总 体 结构 具有 重要 意义 。 
它 与 以 前 的 大 多 数 设想 包括 螺 线 管 模型 都 不 同 ， 但 
与 交叉 体 连接 的 双 起 始 螺旋 一 致 。 在 该 模型 中 两 操 
核 小 体 的 每 一 操 都 形成 一 个 左手 螺旋 ， 这 种 多 聚 核 
小 体 双 螺 旋 的 确切 性 质 尚未 由 四 聚 核 小 体 模型 给 出 ， 
但 是 Richmond 及 同事 推测 如 下 ， 首先， 他 们 构建 
了 一 个 “直接 ”模型 ， 实 际 上 就 是 四 聚 核 小 体 一 个 
秋 加 一 个 ， 但 是 这 可 引起 相 邻 四 聚 核 小 体 之 间 不 可 
承受 的 空间 干扰 ， 于 是 作者 又 建立 了 一 个 “理想 化 ” 
的 模型 ， 让 操 中 的 每 对 核 小 体 间 的 角度 相等 ， 这 样 
虽然 破坏 了 四 聚 核 小 体 结构 中 可 见 的 核 小 体 间 的 角 
度 ， 但 是 避免 了 空间 干扰 ， 产 生 了 图 13, 8 所 示 的 合 
理 模型 。 在 该 结构 中 ， 多 聚 核 小 体 的 两 个 螺旋 很 明 
显 ， 在 两 个 螺旋 的 某 些 核 小 体 之 间 甚 至 可 以 看 到 连 
接 体 DNA f) Z FIE. 

该 模型 留 下 的 一 个 重要 问题 是 组 蛋白 Hl 的 位 
置 和 作用 。 早 期 的 数据 提示 ,组 蛋白 H 在 形成 
30nm 纤 丝 过程 中 一 定 起 重要 作用 ， 因 为 没有 组 蛋 
白 Hl 就 不 能 形成 纤 丝 。 此 外 ， 化 学 交 联 实验 证 明 
组 蛋白 Hl 分 子 相 对 于 核心 组 蛋白 分 子 ， 更 频繁 地 
连接 到 其 他 H1l 组 蛋白 分 子 上 ， 暗 示 染 色 质 中 组 蛋 
Á H 分 子 是 紧 靠 在 一 起 的 ， 它 们 的 相互 作用 可 能 
在 30nm 纤 丝 形成 过 程 中 很 重要 。 但 其 他 研究 发 
现 ， 即 使 没有 30nm 纤 丝 ，H1 分 子 也 是 紧密 相连 
的 。 我 们 还 得 等 待 更 高 分 辩 率 的 结构 信息 来 阐明 组 
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图 13.6 增加 离子 强度 使 染色 质 浓缩 。Klug 及 同事 将 大 鼠 肝 脏 染 色 质 在 逐步 增加 离子 强度 的 缓冲 液 
中 国定 进行 电镜 观察 。 图 〈a) 一 (c) 为 低 离子 强度 ， 图 (d) 为 中 离子 强度 ， 图 (e) 一 (g) 为 高 离子 
强度 。 各 图 中 的 固定 条 件 外 加 0. 2mmol/L EDTA 如 下 : (a) Immol/L A= Zi (TEAC; (b) 
MI (c) Smmol/L TEAC]; (d) 40mmol/L NaCl, 5mmol/L TEACI; (e)~(g) 100mmol/L NaCl, 
5mmol/L TEACI, $02 100nm, (Source; Thoma, F., T. Koller, and A. Klug, Involvement of his- 
tone H1 in the organization of the nucleosome and of the salt-dependent superstructures of chroma- 
tin. Journal of Cell Biology 83 (1979) {.4, p. 408. Copyright © Rockefeller University Press. ) 


蛋白 Hl 和 核心 组 蛋白 在 30nm 纤 丝 形成 过 程 中 的 。 ”排列 与 螺 线 管 模型 以 及 多 数 其 他 关于 30mm tft 
作用 。 的 模型 都 不 同 ， 但 与 交叉 连接 体 双 起 始 螺旋 一 
小 结 ”四 聚 核 小 体 的 晶体 结构 由 双 控 核 小 体 致 ， 即 两 操 核 小 体 在 左手 双 螺 旋 中 可 以 相互 缠 
组 成 ， 两 操 之 间 有 Z 字形 的 连接 体 DNA。 这 种 绕 。 
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图 13.7 


四 聚 核 小 体 结构 。 两 种 构象 的 四 聚 核 
小 体 示意 图 ,(a) 理论 构象 只 受 已 知 的 DNA 缠绕 
组 蛋白 核心 的 程度 限制 ; Cb) X 射线 晶体 学 确定 
的 构象 。 核 小 体形 成 两 探 ， 连 接 体 DNA 在 两 摆 
的 核 小 体 之 间 呈 Z 字形 前 后 折 回 。 结 果 ， 连 贯 的 
核 小 体 不 再 相 邻 最 近 ， 而 间隔 的 核 小 体 相 邻 最 


ii. ( Source: Adapted from Woodcock, 
G. L. Nature Structural & Molecular Biology 
12, 2005, 1, p.639.) 


染色 质 折 有 登 的 更 高 级 结构 


在 典型 的 间 期 细胞 核 中 绝 大 部 分 染色 质 以 
30nm 纤 丝 形式 存在 ， 但 是 进一步 折 答 显然 是 必需 
的 ， 尤 其 是 有 丝 分 裂 期 的 染色 体 ， 染 色 质 高 度 浓 
缩 ， 在 光学 显微镜 下 也 清晰 可 见 。 被 广泛 认可 的 高 
级 浓缩 结构 为 一 系列 放射 状 的 节 环 (loop)， 如 图 
13.9 所 示 。Cheeptip Benyajati 和 Abraham Worcel 在 
1976 年 首次 提供 了 支持 该 模型 的 证 据 。 他 们 先 将 
果 蝇 染色 质 用 DNase 1 温和 消化 ， 然 后 测定 消化 后 
的 染色 质 的 沉降 系数 。 结 果 发 现 ， 随 着 消化 时 间 的 
延长 ,沉降 系数 逐渐 下 降 ， 直 至 达到 稳定 值 。 此 
前 ，Worcel 对 E.coli 类 核 (nucleoid，DNA 复合 
物 ) 的 研究 显示 出 相似 的 结果 。 原因 是 细菌 DNA 
超 螺旋 节 环 出 现 了 越 来 越 多 的 缺 刻 ， 当 一 个 超 螺旋 


图 13.8 30nm 纤 丝 的 模型 。Richmond 及 同事 
基于 四 聚 核 小 体 结构 提出 这 个 “理想 化 的 ” 模 
型。 其 排列 是 每 个 核 小 体 的 二 分 轴 ( 穿 过 核 小 
体 的 中 间 、DNA 两 个 螺 环 之 间 的 线 ) 与 30nm 
ALMA ORGAN), METHAN 
相 邻 核 小 体 之 间 的 角度 都 相同 。( Source， Re 
printed by permission from Macmillan Publishers 
Ltd: Nature, 436, 138-141, Thomas Schalch, 
Sylwia Duda, David F. Sargent and Timothy 
J. Richmond, “X-ray structure of a tetranucleo- 
some and its implications for the chromatin fi- 
bre.” fig. 3, p.140, copyright 2005. ) 


节 环 被 切 开 一 个 缺 刻 时 ， 就 会 解 旋 成 开放 的 大 环 
《circle) ， 使 整个 复合 物 的 沉降 系数 略微 降低 。 但 是 
真 核 细胞 染色 体 是 线 状 的 ， 其 DNA 如 何 超 螺旋 化 
DE? 如 果 染 色 质 纤 丝 像 E. coli 中 的 一 样 打 结 成 环 ， 
并 且 在 每 个 节 环 的 基部 紧密 连接 ， 那 么 每 个 节 环 就 
是 大 环 的 功能 等 价 体 ， 就 能 被 超 螺旋 化 。 其实， 
DNA 在 核 小 体 上 的 盘 绕 就 为 其 超 螺旋 化 提供 了 张 
力 。 图 13. 10 解释 了 此 概念 ， 并 显示 了 超 螺旋 节 环 
的 松弛 如 何 使 该 区 域 出 现 更 多 密度 较 低 的 染色 质 ， 
从 而 降低 了 沉降 系数 。 
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30nm 
纤 丝 


(a) (b) 
图 13.9 染色 质 折合 的 放射 节 环 模型 。(a) 部 分 
模型 。 显 示 部 分 附着 在 中 央 骨 架 上 的 染色 质 节 
环 。 当然， 所 有 节 环 都 是 同一 条 30nm 纤 丝 的 一 
部 分 。(b) 较为 完整 的 模型 。 显 示 节 环 如 何 围绕 
HER ER St = ME HEI. (Source: Adapted from 
Marsden, M. P. F. and U.K. Laemmli, Meta- 
phase chromosome structure; Evidence of a radial 
loop model. Cell 17; 856, 1979.) 


节 环 到 底 有 多 大 ? Worcel 计算 出 果 蝇 染色 体 中 
每 个 节 环 约 85kb， 但 其 他 研究 人 员 采 取 不 同 技术 对 
将 椎 动物 分 析 的 结果 为 35 一 83kb。 

图 13. 11 的 染色 体 图 像 也 支持 放射 节 环 模型 。 
图 13. 11a 显示 了 人 类 间 期 染色 体 的 边缘 ， 其 环 清晰 
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@ o 


(a) 
一 30nm 纤 丝 


(b) 


(c) DNA 双 螺旋 


图 13. 10 松弛 染色 质 节 环 中 的 超 螺 施 。(a) 假 
设 的 由 超 螺 旋 节 环 组 成 的 30nm 纤 丝 构成 的 染色 
质 节 环 .(b) 去 除 组 蛋白 的 染色 质 节 环 。 无 组 蛋 
白 ， 核 小 体 和 30nm 纤 丝 消失 ， 只 剩 下 超 螺 旋 双 
链 DNA。 此 处 的 螺旋 旋转 是 超 螺 旋 的 ， 不 是 
DNA 双 螺 旋 中 的 普通 旋转 。(c) 松弛 的 染色 质 节 
环 。DNA 被 切 开 缺 刻 释放 超 螺旋 。 现 在 看 到 一 
个 松弛 的 DNA 双 螺 旋 链 形成 一 个 节 环 。 从 (a) 
到 Cc) 的 每 一 步 ， 染 色 质 节 环 的 长 度 明显 增加 ， 
但 这 里 未 按 比 例 画 出 。 


可 见 。 图 13.11b 是 人 类 染色 体 的 横 切 图 显示 
30nm 纤 丝 结构 ， 放 射 环 清晰 可 见 。 图 13. 11c 展示 
部 分 去 除了 蛋白 质 的 人 类 染色 体 。DNA 节 环 锚 定 在 
染色 体 骨架 的 中 央 区 域 。 所 有 这 些 图 像 有 力 地 支持 
了 染色 体 中 放射 节 环 状 纤 丝 的 概念 。 
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图 13. 11 人 类 染色 体 节 环 的 3 种 不 同 视 图 。(a) 用 已 烯 - 乙 二 醇 分 离 的 人 类 染色 体 边缘 扫 
描 投 射电 镜 图 。 标 尺 为 100nm。(b) EDTA 处 理 后 发 散 的 人 类 染色 体 横 切 面 的 透射 电镜 图 。 
观察 到 的 染色 质 纤维 是 30nm 核 小 体 纤 丝 。 标 尺 为 200nm。(c) 去 蛋白 质 的 人 类 染色 体 透 射 


电镜 图 。 显 示 从 中 央 骨 和 架 发 散 的 DNA 节 环 。 标尺 为 2000nm。( Sources: 


(a) Marsden, 


M. P. F. and U. K. Laemmli, Metaphase chromosome structure: Evidence for a radial loop 
model. Cedi 177 (Aug 1979) f.5, p. 855. Reprinted by permission of Elsevier Science. (b) 
Marsden and Laemmli, Cell 17 (Aug 1979) f. 1. p. 851. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. (c) Paulson, J. R. and U. K. Laemmli, The structure of histone depleted metaphase 
chromosomes. Cell 12 (1977) f.5, p. 823. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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小 结 采用 染色 体 沉 降 和 透射 电镜 技术 ,证 实 
了 真 核 染色 体 的 放射 节 环 状 结构 。30nm 纤 丝 可 能 通 
过 某 种 折合 或 螺旋 化 形成 50nm 纤 丝 ， 该 纤 丝 随后 
形成 35~85kb 的 环 ， 附 着 在 染色 体 的 中 央 骨 架 上 。 


13.3 染色 质 结构 与 基因 活性 


对 组 蛋白 作为 基因 活性 的 重要 调控 因子 的 关注 
几经 反复 。 当 首先 确认 体外 添加 组 蛋白 可 关闭 转录 
时 ， 分 子 生 物 学 家 异常 兴奋 。 而 当 并 明 组 蛋白 在 染 
色 质 结构 中 的 作用 时 ， 多 数 研究 者 转 而 关注 组 蛋白 
在 结构 上 的 作用 ， 而 忽视 其 作为 基因 活性 调控 因子 
的 作用 ， 只 把 组 蛋白 看 成 DNA 分 子 的 骨架 。 现 在 ， 
我 们 转 了 一 大 图 又 反 过 来 重新 研究 组 蛋白 的 调控 功 
能 了 。 

组 蛋白 对 5S rRNA 基因 转录 的 影响 


早 在 1984 年 ，Donald Brown 及 同事 就 证 明 ， 组 
蛋白 特别 是 组 蛋白 H1， 在 体外 具有 抑制 特定 基因 活 
性 的 效应 。 他 们 主要 研究 了 非洲 爪 蟾 SS rRNA 基 
因 ， 该 基因 在 RNA RAR IIL 及 转录 因子 TFIIA, 
‘TFIIB, TFIIC 的 协助 下 进行 转录 。 

在 非洲 爪 蜡 单 倍 体 细胞 中 5S rRNA 基因 数量 巨 
大 ， 约 为 20 000 个 ， 组 成 两 个 不 同 的 家 族 。 第 一 个 
家 族 占 全 部 基因 的 98%% 左 右 ， 因 为 它们 仅 在 卵 母 细 
胞 中 转录 ， 故 称 为 卵 母 细 胞 SS rRNA 基因 (oocyte 
5S rRNA gene) 。 较 小 的 家 族 只 有 约 400 个 基因 ， 可 
在 卵 母 细 胞 和 体 细胞 中 转录 ， 故 称 为 体 细胞 SS 
rRNA 基因 (somatic SS rRNA gene)。 这 些 差异 产 
生 了 一 个 关键 问题 ， 是 什么 引起 卵 母 细胞 基因 在 卵 
母 细胞 中 有 活性 ， 而 在 体 细胞 中 无 活性 的 ? 

核 小 体 的 一 个 功能 可 假设 如 下 : 在 体 细胞 中 久 
母 细胞 基因 或 至 少 其 启动 子 与 核 小 体形 成 复合 物 ， 
因而 处 于 抑制 状态 ， 而 在 卵 母 细 胞 中 ， 核 小 体 相对 
较 少 ， 从 而 基因 具有 活性 。 事 实 上 ，Brown 小 组 找 
到 了 证 据 支持 这 一 假说 。 

Brown 及 同事 首先 转录 了 分 别 来 自 卵 母 细胞 和 
体 细胞 的 纯化 的 5S 基因 ， 发 现在 3 种 转录 因子 的 协 
助 下 ，RNA 聚合 酶 HI 能 很 好 地 转录 这 两 种 基因 。 
接着 ,他 们 从 卵 母 细胞 和 体 细胞 中 温和 地 提取 染色 
质 ， 然 后 尝试 在 体外 对 二 者 进行 转录 ， 所 得 结果 有 
很 大 差异 : 在 体外 卵 母 细胞 5S 基因 在 卵 母 细胞 染色 
质 中 有 活性 ， 但 在 体 细胞 染色 质 中 没有 活性 ， 表 明 
在 体 细胞 染色 质 中 存在 某 些 物质 抑制 卵 母 细胞 基因 
的 表达 。 


正如 我 们 刚才 设想 的 ,“ 某 些 物质 ”与 核 小 体 和 


组 蛋白 相关 。Brown 及 同事 还 发 现 ， 在 某 些 体 细胞 
染色 质 制备 物 中 ， 卵 母 细 胞 5S 基因 意外 地 保持 有 活 
性 。 为 查 明 此 意外 活性 的 原因 ， 他 们 查看 了 有 活性 
和 无 活性 染色 质 中 组 蛋白 的 组 成 。 无 活性 染色 质 含 
有 全 部 5 种 组 蛋白 ， 而 活性 染色 质 中 缺失 组 蛋白 HI 
(图 13. 12a) 。 盐 处 理 或 离子 交换 层 析 可 在 体 细胞 染 
色 质 中 重新 激活 卵 母 细胞 SS rRNA 基因 ， 而 这 些 处 
理 同样 选择 性 地 去 除了 组 蛋白 Hl (图 13. 12b) 。 


(a) 


图 13.12 有 活性 和 无 活性 染色 质 的 组 蛋白 组 成 。 
(Ca)“ 偶 然 ” 解 阻 过 染色 质 的 组 蛋白 。Brown 及 同 
事 用 凝 胶 电泳 检 测 了 体 细胞 染色 质 中 组 蛋白 的 含 
fit. kiil 含有 被 抑制 染色 质 中 的 组 蛋白 ， 泳 道 2 
含有 纯化 过 程 中 “偶然 ” 解 阻 过 的 染色 质 的 组 蛋 
白 ， 可 能 是 组 蛋白 的 部 分 蛋白 水 解 。 后 一 种 染色 质 
缺乏 组 蛋白 H1.(b) 处 理 染色 质 的 组 蛋白 。Brown 
及 同事 对 体 细胞 染色 质 做 不 同 处 理 后 ， 进 行 电泳 : 
Wl, RAEI, 泳 道 2，0. 6mol/L KCI 冲洗 ; Ok 
道 3， 离 子 交换 层 析 ， 泳 道 4, 含有 一 种 组 蛋白 H1 
标签 。 在 两 个 处 理 的 样品 中 均 缺 乏 组 蛋白 Hl。 
(Source: Schliessel, M.S. and D. D. Brown, The 
transcriptional regulation of Xenopus 5S RNA genes 
in chromatin; The roles of active stable transcrip- 
tion complexes and histone H1. Cell 37 (July 1984) 
£. 3b, 4. pp. 905-906. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


如 果 将 组 蛋白 H1 再 加 回 到 体 细胞 染色 质 中 结 
果 会 怎么 样 ? Brown 及 同事 这 样 做 了 ， 并 得 到 以 下 
结果 : 当 组 蛋白 H1 的 浓度 达到 每 200bp DNA 有 一 
分 子 的 组 蛋白 Hl 时 ， 即 染色 质 中 的 天 然 水 平 ，5S 
TRNA 的 合成 显著 降低 ， 剩 余 的 转录 都 是 体 细胞 5S 
rRNA 基因 所 贡献 的 。 


a 


对 上 述 结果 令 人 信服 的 解释 是 ， 体 细胞 含有 转 
RAF (TFIIA, TFIIB 和 TFIIIC)， 它 们 能 够 与 
体 细胞 5S rRNA 基因 形成 稳定 的 前 起 始 复合 物 ， 但 
不 易 与 卵 母 细胞 5S 基因 形成 复合 物 。 因 此 ， 核 小 体 
就 在 卵 母 细胞 基因 (包含 启动 子 在 内 ) 上 形成 ， 而 
组 蛋白 H 将 这 些 核 小 体 交 联 在 一 个 有 序 排列 的 阵 
列 中 (可 能 在 30nm 纤 丝 中 )， 并 使 其 保持 抑制 状 
态 。 相 比 之 下 ， 作 用 于 体 细 胞 的 转录 因子 防止 核 小 
体形 成 ， 或 至 少 防止 其 形成 有 序 的 交 联 结构 。 因 此 ， 
这 些 基因 保持 有 活性 。 换 名 话说， 转录 因子 与 组 蛋 
白 在 同一 位 点 存在 竞争 关系 ， 正 如 图 13. 13 所 描述 
的 。 如 果 转 录 因 子 占 上 风 ， 则 基因 保持 活性 状态 ， 
若 组 蛋白 占 优势 ， 它 们 将 基因 的 调控 区 捆绑 在 交 联 
的 核 小 体 中 并 抑制 基因 的 表达 。 


(a) 转录 因子 获胜 
一 一 一 5S rRNA 基 因 一 一 


图 13. 13 转录 因子 和 组 蛋白 Hl 对 SS rRNA 调 


控 区 的 竞争 。 (a) 转录 因子 TFIA, TFIIB, 
TFIIIC 获胜 ， 并 结合 到 调控 区 紫色 )。 组 蛋白 
也 许 仍 可 以 在 调控 区 以 外 形成 ,但 不 形成 交 联 。 
(b 组 蛋白 获胜 ， 与 调控 区 结合 ， 将 调控 区 捆绑 
在 交 联 的 核 小 体 上 。 基 因 无 法 接触 转录 因子 ， 保 
持 失 活 状态 。 


如 果 这 个 模型 是 正确 的 ， 我 们 就 可 用 盐 从 体 细 
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胞 染色 质 中 除去 组 蛋白 HI ， 然 后 加 入 来 自 卵 母 细胞 
的 转录 因子 ， 最 后 重新 加 入 组 蛋白 HI。 加 入 转录 因 
子 是 为 了 保证 其 首先 与 基因 结合 并 使 基因 激活 。 
Brown 等 的 实验 确实 证 明 卵 母 细胞 基因 被 激活 了 。 
小 结 非洲 不 里 中 5S rRNA 基因 的 两 个 家 
族 分 别 是 卵 母 细胞 基因 和 体 细 胸 基因 。 前 者 仅 在 
孵 母 细 胞 中 表达 ， 后 者 在 卵 母 细胞 和 体 细胞 中 均 
可 表达 。 造 成 这 种 差异 的 主要 原因 在 于 体 细胞 基 
因 与 转录 因子 形成 更 为 稳定 的 复合 物 。 转 录 因 子 
通过 阻止 核 小 体 与 体 细胞 基因 内 部 调控 区 形成 稳 
定 复合 物 而 使 基因 保持 活性 。 形 成 稳定 的 抑制 复 
合 物 需要 组 蛋白 H 的 参与 ， 一 旦 此 类 复合 物 形 
成 ， 转 录 因 子 就 不 再 结合 ， 基 因 活 性 受到 抑制 。 


组 蛋白 对 ARAH RAY A 


James Kadonaga 及 同事 证 明 组 蛋白 与 II[ 类 基因 
相互 作用 的 原则 也 适用 于 I 类 基因 与 组 蛋白 的 相互 
作用 。 

核心 组 蛋白 ”1991 年 ，Paul Laybourne 和 Ka- 
donaga 对 体外 核心 组 蛋白 和 组 蛋白 Hl 对 RNA R 
合 酶 了 T 转 录 的 影响 进行 了 细致 的 对 比 研究 。 结 果 发 
现 核心 组 蛋白 (H2A、H2B、H3、H4) 与 克隆 的 
DNA 形成 核心 核 小 体 ， 并 对 基因 活性 产生 温和 抑制 
效应 ( 约 为 4 倍 )。 转 录 因 子 对 该 抑制 作用 没有 影 
响 。 当 他 们 在 核心 组 蛋白 基础 上 再 添加 组 蛋白 Hl 
时 ， 抑 制作 用 极 大 增强 〈 为 25 一 100 倍 )， 而 且 激活 
因子 能 阻止 这 种 抑制 作用 。 在 此 方面 ， 这 些 因子 与 
另 一 些 因子 (TFIIA、TFIIB、TFIIIC) 相似 ， 后 
者 能 与 组 蛋白 Hl 竞争 非洲 爪 蛤 的 5S rRNA 基因 的 
调控 区 。 

Laybourne 和 Kadonaga 设计 的 实验 是 在 有 或 无 
激活 因子 (已 知 会 影响 克隆 基因 的 转录 ) 条 件 下 以 
含有 目的 基因 的 质粒 DNA 和 组 蛋白 重建 染色 质 。 
同时 ， 他 们 还 加 入 拓扑 异 构 酶 以 保持 DNA 的 解 旋 
状态 。 然 后 利用 引物 延伸 检测 重建 的 染色 质 能 否 被 
核 提取 物 所 转录 。 第 一 个 实验 只 加 核心 组 蛋白 而 没 
有 组 恒 白 H1。 他 们 以 质量 比 为 0. 8 一 1.0 的 比例 添 
加 一 定量 的 组 蛋白 到 DNA 中 ， 这 个 浓度 足以 在 每 
200bp 的 DNA 处 形成 一 个 核 小 体 。 

他 们 利用 含有 果 蝇 Kriippel 基因 的 重建 染色 
JR, 证明 果 蝇 的 核 提取 物 能 转录 Kriippel 基因 (图 
13. 14)。 但 是 当 核 心 组 蛋白 产生 核 小 体 的 量 达到 每 
200bp DNA 一 个 核 小 体 的 密度 时 (达到 其 生理 水 
平 )， 导 致 转录 的 部 分 抑制 〈 泳 道 2 与 泳 道 5 相 比 ， 
相当 于 对 照 值 的 25%)。 值 得 注意 的 是 ， 用 这 种 方 
法 检测 到 该 基因 的 转录 起 始 位 点 具有 较 高 的 异 质 性 ， 
所 以 我 们 看 到 一 系列 引物 延伸 产物 。 
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图 13. 14 重建 染色 质 的 体外 转录 。Laybourne 和 
Kadonaga 利用 含有 果 蝇 Kriip pel 基因 的 质粒 DNA 
和 核心 组 蛋白 按 蛋 白质 与 DNA 不 同比 例 重 构 了 染 
色 质 ， 如 图 顶部 所 示 。 然 后 用 引物 延伸 实验 检测 
转录 效率 。 对 应 于 Kriippel 基因 转录 的 不 同 信号 
在 右 侧 括号 标 出 。 泳 道 1， 裸 DNA; 泳 道 2， 裸 
DNA 加 多 聚 谷 氨 酸 作为 组 蛋白 返回 DNA 的 载 
体 ); 泳 道 3 一 7， 不同 比例 组 蛋白 -DNA 的 染色 
质 ; 泳 道 8， 肌 氨 酰 用 于 阻止 再 起 始 ， 只 能 发 生 
一 轮转 录 。 核 心 组 蛋白 对 Krüppel 基因 转录 的 抑 
制 是 剂量 依赖 性 的 。( Souwrce，Laybourm，P.J. and 
J.T. Kadonaga，Role of nucleosomal cores and his- 
tone H1 in regulation of transcription by RNA poly- 
merase Il. Science 254 (11 Oct 1991) £.2B, 
p. 239. Copyright © AAAS. ) 


对 实验 中 核心 组 蛋白 抑制 转录 活性 达到 75% 的 
结果 ， 作 者 给 出 了 两 种 可 能 的 解释 。 其 一 ， 核 小 体 
只 能 减缓 全 部 RNA 育 合 酶 催化 进程 的 75% ， 不 能 
完全 抑制 。 其 二 ，75 冯 的 聚合 酶 完全 被 核 小 体 抑制 ， 
而 仍 有 25 兴 的 启动 子 游离 于 核 小 体 之 外 ， 因 此 
RNA 聚合 酶 能 够 与 之 结合 起 始 转录 。 对 照 实验 表明 
剩余 的 25% 转 录 可 以 通过 限制 酶 切割 紧 接 转录 起 始 
位 点 的 下 游 区 域 而 被 消除 。 这 一 事实 说 明 ， 该 位 点 
未 被 核 小 体 所 结合 ， 因 而 证 实 了 假说 的 正确 性 。 

小 结 核心 组 蛋白 (H2A、H2B、H3、H4) 能 

在 裸 DNA 上 组 装 成 核 小 体 核心 颗粒 。 当 重建 染色 
质 达到 每 200bp DNA 一 个 核 本 体 核心 颗粒 的 密度 
时 ，75%% 的 转录 将 被 抑制 〈 相 对 于 裸 DNA) 。 剩 余 


25 区 的 转录 活性 由 启动 子 区 未 被 核 小 体 核心 颗粒 
覆盖 所 引起 。 

组 蛋白 HI 基于 组 蛋白 Hl 作为 核 小 体 交 联 子 
(cross-linker) 的 推测 ， 我 们 期 望 组 蛋白 Hl 会 增强 
重建 染色 质 中 由 核心 组 蛋白 引起 的 转录 抑制 作用 。 
正如 Laybourne 和 Kadonaga 所 证 明 的 ， 结 果 确 实 如 
此 。 他 们 用 含有 两 种 增强 子 -启动 子 结构 的 DNA 重 
BRE: DpGsEt (5 个 GAL4- 结 合 位 点 偶 联 腺 
病毒 E4 最 小 启动 子 ); @pSV-Kr (SV40 早期 启动 
子 的 6 个 GC 框 偶 联 果 蝇 Kritp pel 基因 的 最 小 启动 
子 )。 实 验 中 ， 不 仅 添加 了 核心 组 蛋白 ， 还 有 不 同 数 
量 的 组 蛋白 H1， 比 率 为 每 个 核心 核 小 体 0 一 1.5 个 
组 蛋白 H1 分 子 ， 然 后 体外 转录 重建 的 染色 质 。 

图 13. 15 中 的 奇数 泳 道 显 示 随 组 蛋白 Hl 量 的 增 
加 ， 引 起 模板 转录 活性 的 逐渐 丧失 ， 直 到 检测 不 到 转 
录 。 但 是 在 中 等 水 平 的 组 蛋白 Hl 中 (每 核心 组 蛋白 
有 0.5 分 子 )， 激 活 因 子 能 阻止 大 部 分 的 抑制 作用 。 
例如 ， 在 pG E4 质粒 重建 染色 质 中 ,与 GALA 结合 
位 点 作用 的 杂 合 激活 因子 GAL4-VP16 使 模板 活性 提 
高 了 200 倍 。 部 分 增强 作用 〈8 倍 ) 是 激活 因子 的 刺 
激 作用 所 致 ， 甚 至 在 裸 DNA 中 也 观察 得 到 。 其 余 25 
倍 显然 是 抗 阻 遇 作用 Cantirepression) 产生 的 ， 即 对 
组 蛋白 抑制 作用 的 阻止 。 同 样 ， 以 pSV-Kr 启动 子 
DNA 重建 染色 质 ， 激 活 因子 Spl (与 启动 子 中 的 GC 
框 结合 )， 能 使 模板 转录 活性 提高 92 倍 。 若 以 裸 
DNA 为 模板 ，Spl 仅 能 使 其 活性 提高 2. 8 倍 ， 因 此 其 
他 的 33 倍 则 是 由 于 抗 阻 过 作用 产生 。 在 第 12 章 我 们 
已 经 讨论 过 确切 的 激活 成 分 是 什么 ， 在 那里 的 实验 是 
以 裸 DNA 为 模板 进行 转录 分 析 的 。 

这 些 结果 与 图 13. 16 的 模型 一 致 。 该 模型 中 ， 
组 蛋白 H1 通过 与 两 个 核 小 体 之 间 的 连接 体 DNA 
(正好 含有 一 个 转录 起 始 位 点 ) 结合 而 引起 抑制 。 如 
果 激 活 因 子 〈 绿 椭圆 形 ) 与 组 蛋白 H1 同时 加 入 ， 
它 就 能 阻止 转录 抑制 效应 。 但 是 ， 这 些 因子 不 能 着 
转 已 形成 的 核 小 体 核心 颗粒 的 作用 (甚至 在 组 蛋白 
Hl 不 存在 的 情况 下 )。 当 激活 因子 〈 紫 色 长 方形 ) 
遇 到 核 小 体 阻 抑 启 动 子 的 情况 ， 它 就 与 染色 质 重建 
因子 (chromatin-remodeling factor) 合作 ， 至 少 在 
核 小 体 未 与 组 蛋白 H1 交 联 时 ， 将 核 小 体 推 至 一 边 。 

Kadonaga 与 同事 也 研究 了 另 一 种 蛋白 GAGA 因子 
(GAGA factor), E49 Krüppel 启动 子 和 其 他 果 蝇 启动 
子 的 富 含 GA 的 序列 结合 。 该 因子 自身 没有 激活 转录 
活性 ， 实 际 上 还 稍微 抑制 转录 ， 但 在 组 蛋白 之 前 添加 
DNA 时 ，GAGA 因子 可 阻止 组 蛋白 Hl 的 抑制 作用 ， 
从 而 引起 转录 速率 的 显著 净 增加 。 因 此 ，GAGA 因子 
好 像 是 个 纯 的 抗 阻 遏 物 ， 而 不 像 我 们 已 经 学 过 的 典型 
激活 因子 同时 具有 抗 阻 抑 和 转录 激活 活性 。 
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图 13.16 转录 激活 模型 。(a) 从 顶部 有 两 种 被 抑制 的 染 
色 质 ， 右 侧 的 与 核 小 体 ( 蓝 色 ) 交 联 覆盖 着 启动 子 ， FRM. LM ARMA oS, BH 
1 (黄色 ) 交 联 核 小 体 在 启动 子 两 凤 与 核 小 体 交 联 ， 仍 然 换 制 基因 .(c) RAAKA H, 

得 两 种 状态 的 染色 质 : 左 侧 的 ， 局 动 子 暴露 ， 基 因 准 备 转录 ; 右 侧 的 ， 核 小 体 仍 覆 盖 启 动 子 ， 基 因 
持 抑制 状态 。(d) 抗 蛆 抑 。 如 果 基 因 调 控 区 未 被 核 小 体 阻 断 〈 左 侧 ) ， 激 活 因子 〈 绿 色 ) 可 与 之 结 
合 ， 并 与 其 他 因子 一 起 启动 转录 。 如 果 基 因 调 控 区 被 一 个 或 多 个 核 小 体 结合 〈 右 侧 )， 激 活 因子 
CHE) 协 癌 其 他 因子 ， 包括 染色 质 重建 因子 将 核 小 体 移 开 ， 启 动 转录 。(Soxrce: Adapted from 

ne 


` ¢ 
Laybourn, P. J. and J. T. Kadonaga, Role of nucleosomal cores and histone H1 in regulation of tran- 


scription by polymerase IL Science 254; 243, i991.) 
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小 结 组 蛋白 Hi 在 核心 核 小 体 抑制 的 基础 上 
进一步 抑制 模板 活性 ， 这 种 抑制 功能 可 被 转录 因子 
所 抵消 。 有 些 因子 ， 如 Spl 和 GAL4， 既 可 作为 抗 
阻 遇 物 〈 阻 止 组 蛋白 Hi 引起 的 抑制 )， 也 能 作为 转 
录 激 活 因子 ， 有 的 只 是 抗 阻 遏 物 ， 如 GAGA AF. 
核 小 体 定 位 

图 13. 16 的 激活 和 抗 阻 抑 模 型 说 明 ， 转 录 因 子 
通过 去 除 与 启动 子 结合 的 核 小 体 或 阻止 其 率先 与 启 
动 子 结合 ， 而 引起 抗 阻 抑 效应 。 这 两 种 模式 都 蕴涵 
了 核 小 体 定位 (nucleosome positioning) 的 概念 ， 
即 激活 因子 迫使 核 小 体 只 能 占据 启动 子 的 外 围 位 置 ， 
而 不 能 进入 其 中 。 

无 核 小 体 区 一 系列 证 据 表明 在 活路 基因 的 调 
控 区 存在 无 核 小 体 区 (nucleosome-free zone). 
M. Yaniv 及 同事 对 SV40 病毒 DNA 调控 区 做 了 一 个 
图 解 实验 。 如 本 章 前 述 ， 在 感染 的 哺乳 动物 细胞 中 ， 
SV40 DNA 以 微小 染色 体形 式 存在 。Yaniv 注意 到 
某 些 活跃 转录 的 SV40 微小 染色 体 在 感染 晚期 出 现 
一 个 明显 的 无 核 小 体 区 〈 图 13. 17)。 我 们 会 预测 这 
种 无 核 小 体 区 至 少 包含 一 个 晚期 启动 子 。 事 实 上 ， 
SV40 的 早期 和 晚期 启动 子 相距 很 近 ， 二 者 只 间隔 
72bp 重复 的 增强 子 。 这 就 是 无 核 小 体 区 吗 ? 问题 是 
环 状 染色 体 没有 起 点 和 终点 ， 如 果 没 有 某 种 标记 ， 


就 无 法 判断 我 们 所 看 到 的 是 环 的 哪 一 部 分 。Yaniv 
及 同事 利用 限制 酶 酶 切 位 点 作为 标记 。 已 知 Bgl 位 
点 靠近 调控 区 的 一 末端 ，BamH] 和 EcoRI 位 点 在 环 
的 其 他 位 点 上 ， 如 图 13. 18a 所 示 。 因 此 ， 若 无 核 小 
体 区 包含 调控 区 域 ，Bgll 就 能 在 该 区 内 切割 ,而 其 
他 两 个 限制 酶 只 能 在 较 远 位 点 切割 (图 13. 18b)。 图 
13. 19 的 实验 显示 BamHI 和 Bgl] 酶 切 产生 的 正 是 预 
WAR, EcoRI 酶 切 也 符合 预期 结果 (未 显示 )。 

我 们 甚至 可 以 看 到 Bgll 在 无 核 小 体 区 非 对 称 切 
割 ， 因 为 它 在 线性 化 的 微小 染色 体 一 端 留 下 了 长 长 
的 无 核 小 体 尾 ， 另 一 端 则 没有 。 如 果 无 核 小 体 区 对 
应 于 SV40 的 一 个 启动 子 ， 该 启动 子 相对 于 Bell 位 
点 不 对 称 排列 ， 那 么 这 一 结果 就 是 我 们 所 期 望 的 。 
如 果 无 核 小 体 区 对 应 病毒 复制 起 点 ; 该 复制 起 点 跟 
Bgll 位 点 几乎 重合 ， 则 以 上 结果 就 不 是 我 们 所 期 
望 的 。 

DNase 超 敏感 性 ”DNA 无 核 小 体 区 的 另 一 个 特 
征 是 对 DNase 的 超 敏 感性 。 活 路 转录 的 染色 质 区 属 
DNase 敏感 区 (DNase-sensitive) 〈 比 主体 染色 质 敏 
感 约 10 倍 ) 。 而 活跃 基因 调控 区 为 DNase 超 敏感 区 
(DNase-hypersensitive) 〈 比 主体 染色 质 敏感 约 100 
倍 ), 与 我 们 所 预测 的 一 样 ，SV40 DNA 调控 区 属 
DNase 超 敏 感 区 。Yaniv 证 实 了 这 一 点 ， 他 从 感染 
SV40 病毒 的 猴 细胞 中 提取 染色 质 ， 用 DNase 1 温和 


图 13. 17 SV40 微小 染色 体 的 无 核 小 体 区 。(a) 没有 大 范围 无 核 小 体 区 的 3 个 微小 染色 体 ;(b) 一 (e) 


有 明显 的 无 核 小 体 区 的 4 个 SV40 微小 染色 体 。 标 尺 


为 100nm. (Source: Saragosti, S., G, Moyne, 


and M, Yaniv, Absence of nucleosomes in a fraction of SV40 chromatin between the origin of replication 
and the region coding for the late leader RNA. Cell 20 (May 1980) f.2, p.67. Reprinted by permission 


of Elsevier Science. ) 
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图 13. 18 定位 SV40 微小 染色 体 的 无 核 小 体 区 的 实验 程序 。(a) SV40 基因 组 图 谱 显示 3 种 限制 酶 
酶 切 位 点 Bgll1、BamHI、EcoRI。 调 控 区 包围 着 复制 起 点 ori), 晚期 调控 区 为 顺 时 针 方向 ; 
Cb) 三 种 限制 酶 切割 感染 晚期 细胞 的 微小 染色 体 的 预测 结果 。 假 设 晚 期 调控 区 为 无 核 小 体 ，3 个 酶 
均 切 一 次 使 微小 染色 体 线性 化 。 预 测 Bel] 在 无 核 小 体 区 的 一 端 切割 ， 因 而 产生 一 端 有 无 核 小 体 区 
的 微小 染色 体 。 预 测 BamHI 在 无 核 小 体 区 的 对 面 位 点 酶 切 ， 产 生 无 核 小 体 区 位 于 中 间 的 微小 染色 


体 。 同 样 ，EcoRI 产生 无 核 小 体 区 位 于 非 对 称 位 置 的 微小 染色 体 。 


图 13. 19 对 SV40 微小 染色 体 上 无 核 小 体 区 的 定位 。Yaniv 及 同事 用 BamHI (图 a~c) 或 Bgll (图 d~ 
D 酶 切 感染 后 期 细胞 的 SV40 微小 核 小 体 。 正 如 图 13. 18 所 预期 的 ，BamHI 产生 的 无 核 小 体 区 位 于 微小 
染色 体 中 央 ， 而 BglIl 产生 的 无 核 小 体 区 位 于 微小 染色 体 的 末端 。 标尺 为 100nm。 


消化 后 ， 纯 化 SV40 DNA， 再 经 EcoRI 酶 切 、 电 泳 ， 
最 后 用 放射 性 SV40 DNA 作 探 针 进行 Southern 印迹 
检测 。 

图 13. 18a 显示 EcoRI 和 Ball 位 点 在 环 状 染色 
体 上 相距 67% 和 33%。 因 此 ， 如 果 靠近 Bgll 位 点 
的 无 核 小 体 区 真是 DNase RK, BBA, DNase 
就 能 在 此 处 切割 ， 而 EcoRI 将 在 其 对 应 的 特异 位 点 
酶 切 ， 产 生 包 括 SV40 整个 基因 组 的 67% 和 33% Ay 
2 个 片段 。 实 际 上 ， 如 图 13. 20 所 证 明 的 ， 在 病毒 
感染 细胞 24h, 34h, 44h 后 所 进行 的 酶 切实 验 ,， 都 
产生 了 大 量 67% 片 段 ， 少 量 33% 片 段 及 一 些 更 短 的 
片段 。 这 说 明 DNase 1 确实 在 围绕 BglI 位 点 的 较 小 
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区 域内 切割 染色 质 ， 无 核 小 体 区 和 DNase 超 敏感 区 
相 吻 合 。 

活路 基因 调控 区 的 DNase 超 敏 性 是 一 种 普遍 现 
象 。 例 如 ， 红 细胞 中 e 球 蛋白 基因 的 5- 侧 愤 区 是 
DNase 超 敏 区 。 事 实 上 ， 球 蛋白 基因 的 DNase Ktk 
性 是 对 任意 给 定时 间 内 基因 活性 的 很 好 指示 。 

图 13. 21 阐明 了 应 用 Southern 印迹 检测 DNase 
超 敏感 性 基因 的 原理 。 图 上 方 的 (a) 和 b) 显示 
核 小 体 在 活跃 和 非 活跃 基因 上 的 排列 、 限 制 性 核酸 
内 切 酶 (RE) 两 个 识别 位 点 的 位 置 。 如 果 用 DNasel 
轻微 消化 含 非 活路 基因 的 染色 质 ， 则 什么 也 不 会 发 
生 ， 因 为 没有 DNase 超 敏 感 位 点 。 而 同样 方法 处 理 
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图 13. 20 定位 SV40 微小 染色 体 中 的 DNase 超 敏感 区 。Yaniv 及 
同事 分 别 在 SV40 病毒 感染 猴 细 胞 24h、34h、44h 后 提取 细胞 核 ， 


用 DNase I 处 理 ， 再 经 EcoR1 酶 切 、 电 泳 、Southern 印迹 分 析 
DNA 产物 。 因 为 EcoRI 在 环 状 基因 组 中 无 核 小 体 区 顺 时 针 方向 


的 33% 的 位 置 酶 切 ， 预 期 出 现 两 种 产物 ，33% 和 67% SV40 基因 


组 总 长 度 的 片段 ， 这 里 假定 DNase 超 敏感 区 和 无 核 小 体 区 重合 。 


实际 上 ，67% 的 片段 量 很 大 ， 而 部 分 33% 片 段 已 被 降解 成 更 小 的 
片段 。 因 此 ，DNase 超 敏 感 区 确实 与 无 核 小 体 区 相对 应 ， 而 此 无 
核 小 体 区 足够 大 以 至 于 产生 了 一 系列 降解 的 DNA H, (Source: 


-一 33 
-一 30 Saragosti, S., G. Moyne, and M. Yaniv, Absence of nucleo- 
~~ 26 somes in a fraction of SV40 chromatin between the origin of repli- 

cation and the region coding for the late leader RNA. Cell 20 (May 
1980) f.7, p.71. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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图 13. 21 检测 DNase 超 敏感 区 的 实验 策略 。(a) 非 活路 基因 ， 无 DNase 超 敏 感性 。 基 因 及 其 调控 区 
域 与 核 小 体 复合 ， 用 DNase I 温和 处 理 含 该 基因 的 细胞 核 ， DNA 不 降解 。 接 着 ， 从 这 些 细胞 核 提取 
DNA， 除 去 蛋白 质 ， 用 限制 性 核酸 内 切 酶 CRE) 消化 ,产生 包括 基因 调控 区 的 13kb 的 DNA 片段 。 
电泳 RE 酶 切 产物 ， 对 片段 做 Southern 印迹 膜 ， 用 基因 特异 性 探 针 检 测 。 结 果 出 现 13kb 片段 ,(b) 活 
KZA, H DNase 超 敏 感性 。 活 路 基因 有 一 至 多 个 无 核 小 体 区 ， 可 能 与 启动 子 、 增 强 子 、 隔 离子 或 另 
一 个 调控 区 对 应 。 因 此 ， 当 用 DNasel 温和 处 理 含有 活 唉 基因 的 细胞 核 时 ， 其 超 敏 感 位 点 (HS 位 点 ) 
被 消化 。 接 着 ,分离 DNA， 去 除 蛋 白质 ， 用 限制 性 核酸 内 切 酶 消化 ， 电泳 片段 ， 对 片段 做 Southern 
印迹 膜 ， 同 图 a) 进行 探 针 检测 。 由 于 DNase 酶 切 ，13kb 片段 消失 ,但 在 6kb 处 出 现 一 个 新 片段 。 
?kb 片段 不 能 与 探 针 杂交 所 以 检测 不 到 。 这 个 实验 揭示 在 下 游 RE 位 点 的 上 游 约 6kb 处 有 一 个 DNase 
超 敏 感 位 点 。 实 际 操作 中 ， 常 常 增加 DNase 的 浓度 ， 使 13kb 条 带 亮度 逐渐 下 降 ， 而 6kb 条 带 亮度 逐 


渐 增 加 。 
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具有 活跃 基因 的 染色 质 ，DNase 将 攻击 启动 子 附近 
的 超 敏感 位 点 。 现 在 ,将 蛋白 质 从 两 种 DNA 分 子 
中 除去 ,然后 用 RE 酶 切 。 限 制 性 片段 经 电泳 、 转 
Southern 印迹 膜 、 用 短 的 基因 特异 性 探 针 检测 斑点 
《绿色 )。 来 自 非 活跃 染色 质 的 DNA 是 完整 的 ， 所 
以 经 RE 酶 切 后 产生 了 一 个 能 与 探 针 杂 交 的 13kb 片 
段 . 但 是 来 自 活跃 染色 质 的 DNA 由 于 包含 DNase 
超 敏 感 位 点 ， 经 DNase 和 RE 消化 ， 产 生 了 两 个 片 
Ft (6kb、?kb) 。 其 中 6kb 片段 可 被 探 针 检测 到 , 但 
7kb 片 段 不 能 。 更 长 时 间 的 DNasel 消化 处 理 后 ， 
13kb 片段 通常 会 消失 。 

图 13. 22 显示 1987 年 Frank Grosveld 及 同事 所 
MINKE ARE A AAS. AA 


括 5 个 活跃 状态 的 球 蛋 白 基 因 ， 顺 序 为 5-eS7-Ay 
583'. Grosveld 及 同事 注意 到 ， 当 B 球 蛋白 基因 单 
独 转 入 转基因 小 鼠 时 第 5 章 )， 其 功能 最 多 只 有 其 
正常 水 平 的 10%。 当 B 球 蛋白 基因 捅 入 某 些 位 点 
时 ， 其 功能 明显 强 于 其 他 位 点 。 他 们 推测 是 B- 球 蛋 
白 基 因 之 外 的 某 些 物质 在 调控 其 表达 效率 。 事 实 上 ， 
好 几 个 位 点 都 影响 这 一 效率 ， 而 且 这 些 位 点 都 是 
DNase 超 敏 感性 的 。 

其 中 5 个 位 点 (1、2、3a、3b、4) 位 于 e 球 
蛋白 基因 位 点 的 上 游 ， 如 图 13. 22e 所 示 。Grosveld 
及 同事 按 图 13. 21 所 述 分 析 了 DNase 超 敏感 位 点 。 
图 13. 22e 显 示 了 3 种 不 同 探 针 《EcoRI、EcoBgl、 
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图 13. 22 人 类 球 蛋 白 基 因 S'-MMK DNase 超 敏感 位 点 的 作 图 。 几 《a) ~(d) 是 Grosveld 及 同事 处 理 
HEL, PUTKO, J6 细胞 核 的 结果 ， 如 图 下 “Nuclei” 所 示 ， 以 低 浓度 DNasel 处 理 不 同时 间 (分 钟 ) 无 
酶 切 对 照 〈0 enz) 如 图 上 部 所 示 。 然 后 从 细胞 核 提 取 DNA， 用 蛋白酶 K 去 除 蛋白 质 ， 用 不 同 的 限制 酶 
《底部 “Recut” 所 示 ) 切割 DNA， 电 泳 DNA 片段 ， 转 膜 ， 用 探 针 检测 (底部 “Probe” 所 示 )。 与 切割 
超 敏感 位 点 〈HSS) 1、2、3a、3b、4 对 应 的 DNA 片段 见 图 左 侧 。 PA Ca) 中 ， 标 有 A 和 Hf 的 泳 道 是 
用 Alul 或 Hinfl 替代 DNasel 切割 DNA 的 结果 ,(e) 人 类 e 球 蛋白 基因 位 点 5 - 侧 瀑 区 图 谱 ， 显 示 3 种 探 
针 的 位 置 和 图 (a) 一 (d) 中 所 用 3 种 限制 性 核酸 内 切 酶 的 酶 切 位 点 .(Source: Reprinted from Cell v.51, 
Grosveld et al. p. 976. © 1987, with permission from Elsevier Science. ) 


BamEco) 的 位 置 。Grosveld 及 同事 对 细胞 核 进行 处 
理 , 一 组 是 表达 B 球 蛋白 基因 的 两 个 人 类 细胞 
系 白血病 “HEL) 细胞 和 另 一 种 人 类 红细胞 系 
(PUTKO)， 另 一 组 是 不 能 表达 BB 球 蛋 白 基因 的 细胞 
系 一 -人 类 工 细胞 〈J6)。 图 中 的 “0 enz” 泳 道 代 
表 无 DNasel 处 理 的 结果 ， 其 他 数字 标示 的 泳 道 是 
DNasel 不 同 处 理 时 间 的 结果 。 

图 13.22a 显示 HEL 细胞 的 结果 ， 限 制 酶 是 
Asp718， 探 针 是 1. 4kb Bam Eco， 可 清楚 看 到 DNasel 
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切割 在 位 点 3a、3b、4。 为 了 检测 基因 上 游 更 远 处 的 
超 敏感 位 点 ，Grosveld 及 同事 使 用 了 3. 3kb EcoRI 探 
针 ， 如 图 13. 22b 所 示 ， 这 一 次 ， 可 观察 到 切割 位 点 
位 于 位 点 1、2、3a、3b 处 ， 但 位 点 2 的 切割 滞后 且 
相对 较 弱 。 与 5. 8kb DNA 片段 对 应 的 5. 8kb 条 带 与 
探 针 发 生 反应 ， 如 图 13. 22e。6. 8kb 条 带 是 与 不 相关 
基因 非特 异性 杂交 的 结果 ， 可 通过 提高 杂交 的 严谨 性 
而 消除 。 图 13. 22e 是 PUTKO 细胞 的 结果 ， 限 制 酶 
是 BamHI, 探 针 是 0. 46 EcoBgl。 可 以 看 到 位 点 3a、 


3b, 4 的 切割 。Grosveld 及 同事 用 同样 的 方法 检测 了 
人 球 蛋 白 基 因 下 游 的 另 一 个 DNase 超 敏感 位 点 。 

最 后 ， 他 们 对 J6 T 细胞 的 DNase 超人 敏感 性 进行 
了 检测 。J6 T 细胞 没有 活跃 的 球 蛋 白 基因 ， 如 图 
13. 22d 所 示 ， 未 检测 到 DNase 超 敏感 性 。 这 一 结果 
支持 这 个 假说 : 超 敏感 性 与 基因 专 一 性 因子 的 存在 
相对 应 ， 该 因子 能 将 核 小 体 排斥 于 活路 基因 而 不 是 
非 活跃 基因 之 外 。 

Grosveld 等 推测 这 些 位 点 与 最 佳 外 源 基 因 表 达 所 
需 的 重要 的 基因 调控 区 相对 应 。 确 实 ， 当 把 整个 球 蛋 
白 基 因 镁 ,包括 这 些 位 点 ， 移 植 到 转基因 小 鼠 时 ，B- 
球 蛋白 基因 与 内 在 的 B 球 蛋白 基因 一 样 有 效 地 表达 ， 
不 论 该 基因 插入 小 鼠 基 因 组 的 什么 位 置 都 具有 活性 。 
这 些 实验 定义 了 一 个 重要 的 调控 区 ， 我们 现在 称 为 球 
蛋白 基因 位 点 调控 区 (locus control region, LCR). 

WMA ”活路 基因 具有 DNase 超 敏 感 调控 区 。 
这 种 超 敏 感性 至 少 部 分 是 由 于 缺乏 核 小 体 产 生 的 。 


组 蛋白 乙酰 化 


1964 年 Vincent Allfrey 发 现 了 组 蛋白 的 乙酰 化 
和 非 乙 酰 化 两 种 形式 。 乙 酰 化 发 生 在 赖 氨 酸 侧 链 的 
氨基 基 团 。Allfrey 还 证 明 组 蛋白 的 乙酰 化 与 基因 的 
活性 有 关 ， 即 非 乙酰 化 组 蛋白 抑制 DNA 转录 ， 而 
乙酰 化 组 蛋白 却 是 弱 转录 抑制 因子 。 这 些 结果 说 明 
细胞 核 中 的 某 些 酶 可 使 组 蛋白 发 生 乙酰 化 和 去 乙酰 
化 ， 从 而 影响 基因 的 活性 。 为 了 证 实 这 个 假说 ， 需 
要 鉴定 出 这 些 酶 。 然 而 ，30 多 年 来 这 些 酶 仍然 难以 
确定 ， 部 分 原因 是 它们 在 细胞 中 的 量 很 低 。 

终于 ， 在 1996 年 James Brownell 和 David Allis 
成 功 地 纯化 和 鉴定 了 一 种 组 蛋白 乙酰 转移 酶 《his- 
tone acetyltransferase，HAT)。 该 酶 从 供 体 (乙酰 
AMG A, acetyl-CoA) 上 将 乙酰 基 团 转移 到 核心 组 蛋 
白 上 。 他 们 采用 一 个 创造 性 的 策略 分 离 了 该 酶 ， 以 
四 膜 虫 (Tetrohymena， 纤 毛 原生 动物 ) 细胞 为 材 
料 ， 因 为 四 膜 虫 含有 高 度 乙 酰 化 的 组 蛋白 ， 说 明 其 
细胞 中 含有 相对 高 浓度 的 HAT。 他 们 从 大 核 〈 四 腊 
贝 的 大 细胞 核 含 有 活跃 转录 的 基因 ) 中 制备 提取 物 ， 
然后 在 灌 有 组 蛋白 的 SDS 胶 中 进行 电泳 。 为 了 检测 
HAT 的 活性 ， 他 们 将 凝 胶 浸泡 在 乙酰 CoA 溶液 中 
《乙酰 基 团 被 放射 性 标记 )。 如 果 胶 体 中 包含 有 HAT 
活性 的 条 带 ，HAT 就 能 将 标记 的 乙酰 基 团 从 乙酰 
CoA 转移 到 组 蛋白 上 ， 从 而 在 凝 胶 上 有 HAT 活性 
的 位 置 出 现 一 条 被 标记 的 乙酰 化 组 蛋白 条 带 。 为 检 
测 标记 的 组 蛋白 ,将 未 结合 的 乙酰 CoA 冲洗 掉 ， 然 
后 对 凝 胶 进行 荧光 照相 。 结 果 如 图 13. 23 所 示 ， 
HAT 活性 条 带 与 55kDa 蛋白 两 者 在 位 置 上 相对 应 。 
Brownell 和 Allis 把 该 蛋白 质 命名 为 p55。 


KDa 
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图 13.23 ”活性 胶 分 析 组 蛋白 乙 栈 转移 酶 (HAT) 活 
性 。Brownell 和 Allis 将 四 膜 虫 大 核 提取 物 分 别 在 含 
有 组 蛋白 〈 泳 道 ?一 4 、 小 牛 血清 白 蛋白 《BSA， 泳 
道 5) 或 无 蛋白 质 ( 泳 道 1、6) 条 件 下 进行 SDS- 
PAGE。 然后 银 染 检测 蛋白 质 ( 泳 道 M、1), 或 
用 ;H 标 记 乙 酰基 的 乙酰 CoA 处 理 以 检测 HAT 活 
性 。 洗 去 未 结合 的 乙酰 CoA， 荧 光照 相 检测 H 标记 
的 乙酰 基 团 。 泳 道 2 显示 清晰 的 * H- 乙 酰 化 组 蛋白 条 
ai, 表明 有 HAT 活性 存在 。 泳 道 3 和 4 未 显示 活 
性 ， 因 为 电泳 前 细胞 核 提取 物 被 加 热 〈 瀛 道 3) 或 
用 NN 乙 基 马 来 酰 亚 胺 处 理 〈 泳 道 4) 失 活 了 。 泳 道 
5, H BSA 代 赫 组 蛋白 ， 与 流 道 6 (无 蛋白 质 ) 一 
样 ， 未 显示 活性 。 泳 道 M 为 蛋白 质 分 子 质量 标准 。 
(Source: Brownell, J. E. and C. D. Allis, An activity 
gel assay defects a single, catalytically active histone 
acetyltransferase subunit in Tetrahymena macronu- 
clei. Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA (July 1995) £1, p. 6365. Copyright © National 
Academy of Sciences. USA. ) 


Allis 及 同事 以 这 种 初始 的 HAT 活性 鉴定 为 起 
点 ， 应 用 经 典 分 子 克 隆 策 略 进一步 研究 了 p55 及 其 
基因 。 他 们 用 标准 生化 技术 进一步 纯化 HAT 活性 。 
当 纯 化 的 HAT 活性 达到 同 质 程度 时 ， 分 离 足 够 的 
量 以 检测 部 分 氨基 酸 的 序列 。 根 据 这 个 氨基 酸 序列 ， 
他 们 设计 了 编码 部 分 氨基 酸 序列 的 一 套 简 并 寡 核 苷 
酸 (第 4 章 )， 从 而 与 大 核 基 因 组 DNA 或 细胞 RNA 
进行 杂交 。 用 这 些 赛 核 苷 酸 为 引物 ， 细 胞 总 RNA 
为 模板 ， 按 第 4 章 所 述 的 方法 进行 RT-PCR， 然 后 
克隆 PCR 产物 ， 获 得 部 分 PCR 产物 的 碱 基 序列 ， 
检测 并 证 实 其 内 部 序列 也 可 编码 已 知 的 HAT 氨基 
酸 序 列 。 没 有 一 个 PCR 克隆 含有 全 长 cDNA， 所 
以 , 他 们 采用 快速 CDNA 未 端 扩 增 技术 (RACE, 
见 第 5 章 ) 从 5 和 3 两 个 方向 进行 延伸 ， 最 终 获得 
了 编码 p55 蛋白 质 全 部 421 个 氨基 酸 的 CDNA 克隆 。 

从 p55 cDNA 碱 基 序列 推导 出 的 氨基 酸 序列 与 
酵母 Gen5p 蛋白 的 序列 很 相似 。Gen5p 被 鉴定 为 酸 
性 转录 激活 因子 (如 Gen4p) 的 辅 激活 因子 ， 因 此 
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氨基 酸 序列 的 相似 性 表明 p55 和 Gen5p 两 者 都 是 与 
基因 激活 相关 的 HAT。 为 了 证 实 Gcn5p 有 HAT 活 
te, Allis 及 同事 在 E. coli 中 表达 了 Gen5p 基因 ， 然 
后 把 Gcn5p 和 p55 都 进行 SDS-PAGE 活性 胶 分 析 ， 
两 种 蛋白 质 都 显示 了 明显 HAT 活性 。 因 而 ， 至 少 
一 个 HAT (Gen5p) 有 HAT 活性 和 转录 辅 激活 因 
子 活性 ， 在 乙酰 化 组 蛋白 调控 基因 活性 的 过 程 中 起 
直接 作用 。 

值得 注意 的 重要 一 点 是 p55 和 Gen5p 都 属于 细 
胞 核 的 A 型 HAT (HAT A's), 很 明显 参与 基因 的 
调控 。 它 们 将 核心 组 蛋白 的 富 赖 氨 酸 N 端 尾部 乙酰 
化 。 完 全 乙酰 化 的 组 蛋白 H3 在 赖 氨 酸 9、14、18 
都 有 乙酰 基 ， 完 全 乙酰 化 的 组 蛋白 H4 在 赖 氨 酸 5、 
8、12、16 都 有 乙酰 基 。 组 蛋白 H3 的 赖 氨 酸 9、14 
和 组 蛋白 H4 的 赖 氨 酸 5、8、16 在 活性 染色 质 中 乙 
酰 化 ， 在 非 活性 染色 质 中 去 乙酰 化 。B 型 HAT 
CHAT B's) 发 现 于 胞 质 中 ， 使 新 合成 的 组 蛋白 H3 
和 H4 乙酰 化 并 正确 装配 到 核 小 体 中 。 由 BAY HAT 
所 加 上 的 乙酰 基 团 随后 在 细胞 核 中 被 组 蛋白 脱 酰 酶 
(histone deacetylase) 去 除 。 所 有 已 知 的 A 型 HAT, 
包括 Gen5p 和 p55， 都 有 省 基 区 〈bromodomain)， 
而 所 有 已 知 的 B 型 HAT ZWEK, WERK 
蛋白 质 结合 到 乙酰 化 的 赖 氮 酸 上 ， 这 对 A 型 HAT 
非常 有 用 ，A 型 HAT 必须 识别 部 分 乙酰 化 的 组 蛋 
白 尾部 并 把 乙酰 基 团 加 到 其 他 赖 氨 酸 残 基 上 。 但 是 
省 基 区 对 B 型 HAT 没有 意义 ， 因 为 B 型 HAT 只 
能 识别 新 近 合成 的 非 乙 酰 化 的 核心 组 蛋白 。 

自从 Allis 研究 小 组 发 现 p55 以 后 ， 除 Gcn5p 外 
的 好 几 个 辅 激活 因子 都 被 鉴定 出 具有 HAT A 活性 ， 
其 中 有 CBP/p300 (第 12 章 ) 和 TAFn250 (第 11 
章 )。 这 3 种 辅 激活 因子 与 激活 因子 协同 增强 转录 。 
它们 都 包括 HAT A 活性 的 事实 提示 了 转录 增强 的 
部 分 机 制 ， 通过 结合 在 转录 起 始 位 点 附近 ， 使 其 邻 
近 核 小 体 中 的 核心 组 蛋白 乙酰 化 ， 中 和 其 部 分 正 电 
荷 ， 松 弛 组 蛋白 对 DNA 可 能 是 附近 核 小 体 上 的 
DNA) 的 结合 ,使 染色 质 重建 ， 以 使 更 易 进 入 转录 
装置 ， 进 而 激活 转录 。 

令 人 感 兴 趣 的 是 TAFn250 有 两 个 溴 基 区 模块 能 
识别 两 个 相 邻 的 乙酰 化 赖 氨 酸 。 例 如， 我 们 可 以 在 
非 活化 染色 质 的 部 分 乙酰 化 核心 组 蛋白 上 找到 乙酰 
化 赖 氨 酸 。 因 而 ，TAFn250 的 另 一 个 功能 可 能 是 在 
非 活 化 染色 质 中 识别 部 分 乙酰 化 的 核心 组 蛋白 ， 引 
导 其 伴侣 TBP 和 其 他 TAFn 进 入 这 种 染色 质 ， 启 动 
活化 过 程 。 在 本 章 后 面 我 们 将 看 到 这 一 假说 的 证 据 。 


小 结 _ 在 细胞 质 和 细胞 核 中 均 可 发 生 组 蛋白 
乙 本 化。 细胞 质 乙酰 化 由 HATB 执 行 ， 并 为 核 
小 体 的 构建 准备 组 蛋白 ,这 些 乙 酰基 团 随后 在 细 
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胞 核 中 被 除去 。 核 内 的 核心 组 蛋白 N 端 乙酸 化 由 
HAT A 进行， 并 与 转录 激活 相关 。 许 多 辅 激活 
因子 有 HAT A 活性， 能 够 松弛 核 小 体 与 基因 调 
控 区 的 结合 。 核心 组 蛋白 尾 的 乙酰 化 也 吸引 演 基 
区 蛋白 如 TAFs25， 该 蛋白 质 对 转录 至 关 重 要 。 


组 蛋白 去 乙酰 化 


如 果 核心 组 蛋白 的 乙酰 化 是 个 转录 激活 事件 ， 
可 以 预测 核心 组 蛋白 的 去 乙酰 化 应 该 是 个 抑制 事件 。 
与 此 假说 一 致 的 是 ， 低 水 平 乙酰 化 核心 组 蛋白 的 染 
色 质 比 正常 染色 质 的 转录 活性 低 。 图 13. 24 是 这 种 
抑制 作用 的 相关 机 制 ; 已 知 的 转录 抑制 物 ， 如 未 结 
合 配 体 的 核 受 体 ， 与 辅 阻 遏 物 相互 作用 ， 后 者 再 与 
组 蛋白 脱 酰 酶 作用 ， 脱 酰 酶 将 邻近 核 小 体 的 核心 组 
蛋白 的 碱 性 尾 上 的 乙酰 基 团 除 去 ， 使 组 蛋白 更 紧密 
地 与 DNA 结合 ,稳定 了 核 小 体 ， 并 维持 转录 的 抑 
制 状态 。 虽 然 不 及 染色 体 的 异 染色 质 域 ， 如 末端 或 
端 粒 所 致 的 沉默 那么 严重 ， 这 种 抑制 也 可 被 称 为 沉 
RÈ (silencing)。 研 究 得 很 清楚 的 轴 阻 过 物 有 SIN3 
(酵母 )、SIN3A 和 SIN3B 《哺乳 动物 ) 和 NCoR/ 
SMRT (哺乳 动物 )。NCoR 表示 “ 核 受 体 辅 阻 超 物 ” 
《nuclear receptor corepressor)，SMRT 表示 “类 维 
ER A 和 甲状 腺 激素 受 体 沉默 介质 ”(silencing me- 
diator for retinoid and thyroid hormone receptor)。 这 
些 蛋白 质 均 与 无 配 体 的 视 黄 酸 受 体 CRAR-RXR) 
《一 种 异 源 二 聚 体 核 受 体 ) 相互 作用 。， 


is NCoR/ 
am SMRT HDAC1 


ey% e 


RAR-RXR 


A 
图 13.24 组 蛋白 脱 栈 酶 参与 转录 抑制 的 模型 。 异 
HOREA (RAR) MAREE X 
(RXR) 结 合 到 增强 子 上 〈 顶 端 )。 在 无 配 体 视 黄 
酸 时 ， 受 体 二 聚 体 结合 辅 抑 制 物 NcoR/SMRT， 
随 之 与 组 蛋白 脱 酰 酶 HDAC 结合 。 脱 酰 酶 从 邻 
近 核 小 体 核心 组 蛋白 的 赖 氨 酸 侧 链 (灰色 〉 去 除 
乙酰 基 (红色 )。 这 种 脱 酰 基 作用 使 赖 氨 酸 侧 链 更 
紧密 地 与 DNA 结合 ( 见 底 端 )， 维 持 核 小 体 稳定 ， 
导致 转录 抑制 。 


SHA RMUMAEFRRAT. ERM. Hi 
蛋白 脱 酰 酶 之 间 的 物理 联系 呢 ? 解决 这 个 问题 的 方 
法 之 一 是 将 抗原 决定 艇 标签 表 位 附加 到 其 中 一 个 组 
分 上 ， 然 后 用 抗 标签 的 抗体 免疫 共 沉淀 整个 复合 物 。 
例如 ，Robert Eisenman 及 同事 用 抗原 决定 艇 标签 证 
明了 转录 因子 Mad-Max、 哺 乳 动物 Sin3 $9 
(SIN3A) 和 组 蛋白 脱 酰 酶 HDAC2〉 可 形成 三 元 
BAM. Max 是 一 种 既 可 作为 激活 因子 ， 也 可 作为 
抑制 物 的 转录 因子 ， 取 决 于 在 异 源 二 聚 体 中 的 搭档 。 
如 果 它 与 Myc 结合 形成 Myc-Max 二 聚 体 ， 就 作为 
转录 激活 因子 ; 反之， 与 Mad 结合 形成 MadMax 
二 聚 体 ， 就 作为 转录 抑制 物 。 

Mad-Max 引起 抑制 作用 的 部 分 原因 是 组 蛋白 去 
乙酰 化 作用 ， 提 示 组 蛋白 脱 酰 酶 与 Mad 存在 某 种 相 
互 作用 。 类 比 由 图 13. 24 所 示 的 RAR-RXR-NCoR/ 
SMRT-HDAC1 的 相互 作用 ， 我 们 推测 某 些 辅 阻 过 
物 如 NCoR/SMRT 介 导 Mad 与 组 蛋白 脱 酰 酶 间 的 
相互 作用 。 为 表明 这 类 作用 确实 在 体内 存在 ， 并 由 
MILEY (SIN3A) A, Eisenman 及 同事 采用 了 
抗原 决定 能 标签 策略 。 他 们 用 两 种 质粒 共 转 染 哺 乳 
动物 细胞 ， 一 种 质粒 编码 抗原 决定 乒 标 签 的 组 蛋白 
脱 酰 酶 [(FLAG- HDAC2) 带 小 分 子 肽 FLAG 标签 
的 HDAC2]， 另 一 种 质粒 是 编码 Madl RAAME 
生 替 代 的 Mad] Aik (Mad1 Pro), i IRR BE AE 
阻 断 与 SIN3A 的 相互 作用 又 能 阻 断 转录 抑制 作用 。 
之 后 ， 从 转 染 细胞 中 制备 提取 物 ， 用 抗 FLAG 抗体 
免疫 沉淀 复合 物 ， 然 后 经 电泳 、 蛋 白质 转 膜 ， 先 用 
抗 SIN3A 抗体 探测 ， 而 后 洗 脱 抗 SIN3A 抗体 ， 再 
用 抗 Mad! 抗体 探测 。 

图 13. 25 是 实验 结果 。 泳 道 1~3 是 阴性 对 照 ， 
细胞 含有 FLAG- 编 码 质粒 ， 而 不 是 FLAG-HDAC2- 
编码 质粒 。 用 抗 FLAG 抗体 对 其 细胞 裂解 物 进行 免 
疫 共 沉淀 ， 不 会 有 HDAC? 或 与 之 相关 蛋白 质 的 沉 
淀 。 因 此 ， 膜 上 找 不 到 SIN3A 和 Mad1。 泳 道 4 一 6 
含有 FLDA-HDAC2- 编 码 质粒 和 其 他 质粒 共 转 染 细 
胞 的 提取 物 ， 编 码 质粒 是 : 无 Madd (ik iff 4)、 
Mad] 〈 泳 道 5) 、MadlPro (kil 6). ix 3 个 泳 道 都 
含有 SIN3A， 表 明 SIN3A 与 FLAG-HDAC2 共 沉 淀 
了 。 只 有 泳 道 5 含有 Madl ， 泳 道 4 没有 Mad] 是 预 
期 内 的 ， 因 为 没有 Madi 质粒 ， 泳 道 6 很 明显 不 含 
MadlPro， 即 使 在 转 染 过 程 中 添加 编码 该 蛋白 质 的 
质粒 。 因 为 Mad1Pro 不 能 结合 SIN3A， 预 期 不 会 与 
FLAG-HDAC2 产生 共 沉 淀 ， 除 非 它 直接 与 HDAC2 
相互 作用 。 事 实 上 ， 没 有 共 沉 淀 支持 了 这 一 假说 。 
换 句 话说， 辅 阻 过 物 SIN3A 介 导 转录 因子 Mad) 和 
组 蛋白 脱 酰 酶 HDAC2 间 的 相互 作用 。 泳 道 7 一 9 显 
示 没 有 任何 免疫 沉淀 物 的 全 细胞 裂解 物 的 简单 电泳 


结果 。 这 两 张 膜 显示 ,细胞 裂解 物 含 有 大 量 的 
SIN3A 和 丰富 的 Madl (如 果 有 Mad1- 编 码 质粒 ) 
GSH 8) 或 Mad1Pro 《如 果 该 蛋白 质 存在 )〈 泳 道 

。 因 此 ， 泳 道 6 没有 Medi Pro 就 不 能 用 Mad1Pro- 
编码 质粒 表达 Mad] Pro 蛋白 失败 来 解释 了 。 
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图 13.25 HDAC2, SIN3A, Madi 三 元 复合 物 的 证 
据 。Eisenman 及 同事 用 不 同 质 粒 转 染 细胞 ， 只 编码 
FLAG 抗原 决定 篮 或 FLAG-HDAC2， 如 图 顶端 
“细胞 ”旁边 的 标注 ， 或 编码 无 Madl (V), Madl, 
Mad1Pro 也 见 图 上 所 示 。 用 抗 FLAG 抗体 kilt 
1~6， 图 顶部 标 为 “anti-FLAG”) 免疫 沉淀 细胞 列 
解 物 ， 或 只 收集 裂解 物 ( 沪 道 ?一 9， 图 顶部 标 为 
“BAR”, KR EM MAM. Z HAE 
白质 转 膜 ， 先 用 抗 SIN3A 抗体 探测 〈 上 方 的 印迹 
膜 )。 然 后 洗 脱 前 一 个 膜 ， 用 既 可 与 Madl 又 可 与 
Mad1Pro 反 应 的 抗 Mad) 抗体 探测 〈 下 方 的 印迹 
膜 )。 最 后 ， 用 连接 有 辣 根 过 氧化 物 酶 的 二 抗 检 测 
膜 上 的 结合 了 抗体 的 蛋白 质 。 再 用 与 辣 根 过 氧化 物 
酶 反应 时 变 成 化 学 发 光 物 的 底 物 检测 该 酶 的 存在 。 
SIN3A 和 Mad1/Mad1Pro 的 位 置 在 印迹 膜 右 侧 标 
出 。( Source; Laherty, C.D., W.-M. Yang, J.- 
M. Sun, J. R. Davie, E. Seto, and R. N. Eisenman, 
Histone deacetylases associated with the mSin3 co-re- 
pressor mediate Mad transcriptional repression. Cell 
89 (2 May 1997) {.3, p. 352. Reprinted by permis- 
sion of Elsevier Science. ) 


现在 我 们 已 经 看 到 两 个 蛋白 质 既 是 激活 因子 又 
是 阻 遏 物 的 例子 ， 这 取决 于 与 之 结合 的 其 他 分 子 。 
有 些 核 受 体 具 有 这 个 特性 ， 取 决 于 是 否 与 配 体 结合 。 
Max 蛋白 的 这 个 特性 则 取决 于 它 是 和 Myc 蛋白 结合 
还 是 和 Mad 蛋白 结合 。 图 13. 26 图 解 了 细胞 核 受 体 
的 这 种 现象 ， 以 甲状 腺 激素 受 体 (thyroid hormone 
receptor, TR) 为 例 。TR 和 RXR 形成 异 源 二 聚 体 
并 结合 到 增强 子 甲状 腺 激素 应 答 元 件 (thyroid hor- 
mone response element, TRE) 上 。 在 无 甲状 腺 激素 
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(thyroid hormone) AY, TR 是 阻 遏 物 。 产 生 抑 制 的 
部 分 原因 是 它 与 NeoR、SIN3 和 组 蛋白 脱 酰 酶 (如 
mRPD3) 相互 作用 。 组 蛋白 脱 酰 酶 能 使 核 小 体 周围 
的 核心 组 蛋白 去 乙酰 化 ， 从 而 稳定 核 小 体 ， 抑 制 
转录 。 

在 有 甲状 腺 激素 存在 时 ，TR-RXR RERA 
激活 因子 。 激 活 的 部 分 原因 是 结合 了 p300/ CBP、 
P/CAF, TAFn250, 这 3 个 蛋白 质 都 是 组 蛋白 乙酰 
转移 酶 ， 能 使 邻近 核 小 体 中 的 组 蛋白 乙酰 化 ， 使 核 
小 体 不 稳定 ， 从 而 激活 转录 。 值 得 一 提 的 是 ， 组 蛋 
白 乙酰 转移 酶 和 组 蛋白 脱 酰 酶 的 功能 靶 标 都 是 核心 
组 蛋白 ,而 不 是 组 蛋白 H1。 因 此 ， 核 心 组 蛋白 与 组 
蛋白 HI 一 样 ， 在 核 小 体 稳 定 和 非 稳定 状态 中 起 重 


要 作用 。 
& 


couse 


(b) 被 抑制 的 染色 质 
低 度 乙酰 化 的 组 
蛋白 ， 无 转录 


核心 组 蛋白 尾部 的 乙酰 化 作用 显然 并 不 仅仅 是 
抑制 这 些 尾 部 与 DNA 的 结合 。 正 如 本 章 前 述 CB 
13.4), Timothy Richmond 及 同事 的 核心 核 小 体 颗 
粒 的 XX 射线 晶体 学 揭示 ， 在 结晶 网 格 中 一 个 核 小 体 
核心 颗粒 的 组 蛋白 H4 与 相 邻 核 小 体 颗粒 的 组 蛋白 
H2A-H2B 二 秦 体 产生 相互 作用 。 具 体 讲 ， 组 蛋白 
H4 N 端的 碱 性 区 域 (第 16~25 位 氨基 酸 残 基 ) 与 
GEHE H2A-H2B 二 聚 体 的 酸性 口袋 相互 作用 ， 
这 种 相互 作用 有 助 于 解释 核 小 体 间 的 交 联 ， 阻 止 接 
近 转 录 因 子 ， 从 而 抑制 转录 。 这 个 假说 也 有 助 于 解 
释 核心 组 蛋白 尾部 乙酰 化 为 什么 有 激活 转录 的 作用 。 
乙酰 化 作用 使 组 蛋白 H4 N 端 尾部 的 正 电 荷 被 中 和 ， 
有 助 于 防止 核 小 体 交 联 ， 从 而 阻止 转录 的 抑制 。 


(a) ER H Hi Rete 
本 底 水 平 的 组 蛋白 
乙 栈 化 和 转录 


(©) 激活 的 染色 质 
充分 的 组 蛋白 
乙酰 化 和 转录 


图 13. 26 ”同一 个 细胞 核 受 体 的 激活 和 抑制 模型 。(a) 无 突出 物 的 染色 质 。 无 细胞 核 受 体 (TR- 
RXR 二 聚 体 ) 结合 甲状 腺 激素 响应 元 件 (TRE). 核心 组 蛋白 尾 略 有 乙酰 化 ， 转 录 在 本 底 水 平 
BE Cb) 被 抑制 的 染色 质 。 在 无 甲状 腺 激素 “TH) 时， 核 受 体 结合 到 TRE b, SMERY 
SIN3 或 NCoR 相互 作用 ， 辅 阻 过 物 又 与 组 蛋白 脱 酰 酶 (HDAC 作用 。 脱 乙酰 基 酶 从 核 小 体 周 
围 的 核心 组 蛋白 尾部 切 去 乙酰 基 ， 使 组 蛋白 与 DNA 的 结合 及 周围 核 小 体 的 组 蛋白 之 间 的 结合 
更 紧密 ， 从 而 有 助 于 抑制 转录 .(ce) 活性 染色 质 。 甲 状 腺 激素 结合 到 核 受 体 二 聚 体 的 TR 部 分 ， 
改变 其 构象 以 便 与 一 个 以 上 的 辅 激活 因子 CBP/p300、P/CAF、TAFn250 结合 。 这 些 辅 激活 因 
子 都 是 乙酰 化 周围 核 小 体 核心 组 蛋白 尾 的 HAT A， 松 弛 组 蛋白 与 DNA 间 的 结合 以 及 组 蛋白 与 
周围 核 小 体 的 结合 、 有 助 于 激活 转录 。(Source:， Adapted from Wolfe, A. P. 1997. Sinful repres- 
sion. Nature 387: 16-17. ) 
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然而 ， 正 如 前 一 节 所 述 ， 简 单 的 电荷 中 和 仅 是 

此 类 事件 的 一 部 分 。 核 心 组 蛋白 尾部 的 乙酰 化 赖 氨 

酸 为 省 基 区 蛋白 (如 TAFn 250) 提供 了 对 接 位 点 

(docking site) ， 澳 基 区 蛋白 对 于 转录 至 关 重要 。 其 

实 ， 我 们 在 下 一 节 将 看 到 ， 核 心 组 蛋白 的 乙酰 化 和 

其 他 修饰 方式 可 构成 “组 蛋白 密码 ”(histone code), 
该 密码 能 被 其 他 激活 和 抑制 转录 的 蛋白 质 所 解读 。 
小 结 ” 转 录 抑 制剂 如 无 配 体 的 核 受 体 和 
Mad-Max 结合 到 DNA 位 点 ,并 与 NCoR/ 
SMRT、SIN3 等 辅 阻 过 物 相互 作用 ， 进 而 结合 组 
EERME. on HDAC! 和 HDAC2。 这 种 三 元 
蛋白 复合 物 的 装配 使 组 蛋白 脱 酰 酶 更 接近 附近 的 
核 小 体 。 核 心 组 蛋白 的 去 乙酰 化 使 组 蛋白 的 碱 性 
尾部 紧密 结合 到 附近 核 小 体 的 DNA 和 组 蛋白 上 ， 
稳定 和 交 联 核 小 体 ， 从 而 抑制 转录 。 核心 组 蛋白 
的 去 乙酰 化 作用 也 可 去 除 转录 激活 必需 的 溴 基 区 

蛋白 的 结合 位 点 。 


染色 质 重建 


组 蛋白 乙酰 化 作用 常常 是 基因 去 抑制 所 必需 但 
非 充分 的 条 件 ， 因 为 乙酰 化 只 是 作用 于 核心 组 蛋白 
的 尾部 ， 而 尾部 位 于 核 小 体 核心 颗粒 的 外 面 。 正 如 
我 们 在 下 一 节 将 看 到 的 ， 组 蛋白 尾部 的 乙酰 化 可 干 
扰 核 小 体 交 联 ， 留 下 了 一 个 完整 的 核 小 体 ， 因 此 另 
外 还 需要 某 种 物质 “ 重 构 ” 核 小 体 核心 颗粒 ， 以 允 
许 其 接近 转录 因子 。 这 种 重 构 过 程 需要 ATP 提供 
能 最 。 

染色 质 重 建 复合 物 依据 ATPase 的 组 成 进 
THK, 至少 有 4 类 蛋白 质 参与 染色 质 重建 
(chromatin remodeling), ATPase 控制 ATP 水 解 ， 
为 染色 质 重建 提供 能 量 。4 类 蛋白 包括 SWI/SNF 
家 族 〈 发 音 “switch-sniff") 、ISWI 家族 ( “limita- 
tion switch”), NuRD 家 族 和 INO80 家 族 。 所 有 4 
类 蛋白 质 都 能 改变 核 小 体 核心 结构 ， 不 仅 使 转录 
因子 更 易 接 近 DNA， 而 且 还 使 核酸 酶 和 其 他 蛋白 
质 易于 接近 。 

SWI/SNF 家 族 已 经 从 酵母 到 人 类 的 真 核 生物 中 
分 离 到 。 最 初 是 在 酵母 中 识别 的 ， 发 现 它 是 调节 
HO 内 切 核酸 酶 的 基因 ， 而 该 基因 负责 交配 型 转换 
(mating type switching) (因而 得 名 称 的 “SWI” 部 
分 )。 它 们 也 调节 SUC 基因 ， 该 基因 编码 启动 蔗糖 
发 酵 过 程 的 转化 酶 。 因 此 ， 缺 乏 编码 复合 物 中 该 亚 
基 基 因 的 突变 体 是 蔗糖 - 非 发 酵 体 (sucrose non-fer- 
menter， 因 而 得 名 称 的 “SNF” 部 分 )。SWISNF 
家 族 都 具有 BRG1 ATPase (或 在 某 些 生物 中 叫做 
Brm) 。Gerald Crabtree 及 同事 利用 抗 BRGI 的 抗体 
从 几 种 哺乳 动物 中 免疫 沉淀 出 SWI/SNF 复合 物 ， 


RAT 9 一 12 个 与 BRG1 共 沉 淀 的 BRG1- 相 关 因 子 
《BRG1-associated factor, BAF), 

哺乳 动物 与 酵母 的 BAF 有 许多 相似 性 ， 但 有 些 
蛋白 质 却 不 同 。 此 外 ， 哺 乳 动物 的 BAF 比 其 酵母 对 
等 物 具有 更 大 的 多 样 性 。 这 可 能 反映 了 哺乳 动物 相 
对 于 酵母 在 发 育 上 的 复杂 性 ， 不 同 的 哺乳 动物 复合 
物 参与 发 育 的 不 同 阶段 。 

有 一 种 BAF 叫做 BAF155 或 BAF170， 取 决 于 
物种 。 它 含有 SANT 结构 域 (“SANT” 是 首 字母 缩 
拼 词 ， 指 在 其 中 发 现 该 结构 域 的 4 种 蛋白 质 )。 该 域 
有 一 个 三 维 结构 ， 这 个 三 维 结构 与 转录 因子 Myb 的 
DNA 结合 域 (DNA-binding domain, DBD) 相似 ， 
但 是 SANT 与 Myb 的 DBD 之 间 某 些 氨基 酸 有 差异 ， 
它 不 能 结合 DNA。 推 测 该 域 的 DNA 结合 域 由 酸性 
氨基 和 琶 残 基线 性 排列 而 成 ， 这 与 它 能 结合 碱 性 组 蛋 
白 ， 而 不 能 结合 酸性 DNA 的 作用 相 一 致 。 

染色 质 重建 蛋白 的 ISWI 成 员 也 含有 SANT 结 
构 域 ,实际 上 含有 两 个 ， 一 个 是 酸性 氨基 酸 占 优势 
的 标准 SANT 域 。 另 一 个 在 中 性 pH 下 有 一 个 净 正 
电荷 ， 可 参与 DNA 结合 ， 这 个 结构 域 叫做 类 SANT. 
的 ISW1 结 构 域 SLIDE)， 以 区 分 于 普通 的 SANT 
结构 域 。SANT 和 SLIDE 结构 域 都 是 ISWI 结合 核 
小 体 以 及 其 ATPase 被 核 小 体 激活 所 需要 的 。 因 此 ， 
这 两 个 结构 域 都 允许 ISWI 对 核糖 体 的 结合 、 将 激 
活 信号 传 到 ISWI 的 ATPase 结构 域 ， 进 而 使 染色 质 
重建 。 

所 有 4 类 蛋白 质 都 可 在 活跃 基因 的 特征 性 增强 
子 和 启动 子 周围 产生 无 核 小 体 区 。 其 实 ， 我 们 推测 
无 核 小 体 区 增强 子 是 基因 活化 的 重要 前 提 。 因 此 ， 
毫 不 奇怪 当 许多 酵母 基因 被 激活 时 ，SWI/SNE 是 首 
先 参与 基因 激活 的 辅 激活 因子 之 一 。 


小 结 “许多 真 核 基因 的 激活 需要 染色 质 重 
建 。 几 种 不 同 的 蛋白 质 复合 物 执行 这 一 重 构 任 
务 , 它们 都 有 ATPase， 可 以 控制 ATP 水解， 为 
染色 质 重建 提供 能 量 ; 根据 ATPase 的 组 成 划分 
重 构 复合 物 ， 其 中 两 个 研究 得 最 清楚 的 复合 物 是 
SWI/SNF 和 ISW1。 哺 乳 动物 的 - SWI/SNF 复合 
物 以 BRG1 为 其 ATPase, Af 9~ 12 个 BRG1- 相 
关 因子 (BAF)。 其 中 一 个 高 度 保守 的 BAF 叫做 
BAF155 或 BAF170, 具有 负责 组 蛋白 结合 的 
SANT 结构 域 ， 可 帮助 SWI/SNF 结合 到 核 小 体 
E. 重 构 复 合 物 的 ISW 家 族 具有 SANT 结构 域 
和 另 一 个 叫做 SLIDE 的 结构 域 ，SLIDE 结构 域 
可 能 参与 DNA 结合 。 


染色 质 重建 的 机 制 “重建 ”的 准确 含义 仍 不 
清晰 。 有 时 它 涉及 核 小 体 从 其 起 始 位 置 移 开 ， 为 转 
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录 因 子 打开 启动 子 。 但 重 构 并 不 是 必须 涉及 核 小 体 
的 简单 滑动 。 例 如 ， 染 色 质 重建 可 在 核 小 体 背靠背 
地 排列 穿 过 启动 子 的 染色 质 中 发 生 ， 而 简单 地 滑动 
这 些 成 串 排列 的 核 小 体 并 不 能 打开 足够 量 的 DNA. 
本 章 的 后 面 会 讨论 ， 有 时 重 构 涉及 松弛 一 个 或 多 个 
核 小 体 ， 以 便 另 外 的 蛋白 质 ， 如 TFIID 将 其 移 到 一 
边 去 。 目 前 对 “重建 ”暂时 的 理解 就 是 它 能 移动 核 
小 体 ， 即 核 小 体 通过 滑动 或 其 他 机 制 移动 。 这 种 移 
动 可 由 重 构 复合 物 本 身 或 其 他 蛋白 质 引起 。 

此 外 ， 染 色 质 重建 的 功能 并 不 总 是 激活 转录 ， 
有 时 ， 所 有 已 知 重 构 复合 物 都 会 协同 产生 抑制 作用 。 
因此 ， 核 小 体 的 重 构 使 之 更 易 从 启动 子 移 开 而 激活 
转录 ， 但 也 会 使 核 小 体 移 到 抑制 转录 的 位 置 。 实 际 


(a) 模型 1 


Ea 


E 


中 间 产 物 


上 ，NuRD 复合 物 的 一 个 亚 基 是 组 蛋白 陪 酰 酶 ， 该 
酶 有 助 于 抑制 转录 。 

Robert Kingston 及 同事 在 SWI/SNF 的 BRG1 
亚 基 上 研究 了 染色 质 重建 活性 的 本 质 ， 他 们 推测 重 
建 一 方面 是 使 DNA 更 易 接近 ， 因 此 以 DNA 的 可 接 
近 性 作为 重建 活性 的 测定 。 他 们 设想 了 两 个 重 构 模 
型 (图 13.27)。 模型 1 涉及 核 小 体 DNA 相对 于 组 
蛋白 的 几 种 构象 形成 。 模 型 2 涉及 单一 重建 构象 的 
形成 ， 这 种 情况 在 DNA 进入 或 退出 核 小 体 那 一 刻 
只 是 简单 地 从 组 蛋白 剥离 时 会 有 发 生 ， 就 像 暴露 在 
单个 核 小 体 中 未 催化 的 DNA 的 情况 一 样 。 模 型 2 也 
适用 于 核 小 体 只 是 简单 地 沿 DNA 滑动 的 情况 ， 如 
同 在 体外 加 热 的 核 小 体 中 的 情况 一 样 。 


Se 
— 
“a 
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W 13.27 SWI/SNF 引起 的 染色 质 重建 的 两 种 模型 。(a) 模型 1， 该 核 小 体 含有 3 个 限制 性 位 
点 ， 用 彩色 三 角形 表示 。 在 第 一 步 ， 核 小 体 可 能 产生 一 个 中 间 产 物 ， 该 产物 在 限 速 步骤 转换 成 
各 种 重 构 构象 。 这 里 所 示意 的 3 种 构象 都 若 开 了 一 个 限制 性 位 点 .(b) 模型 2， 重 构 产生 一 个 单 


一 构象 ， 在 本 例 中 燥 开 了 其 中 一 个 限制 位 点 。 


Kingston 及 同事 设计 了 几 种 方法 来 区 分 这 两 种 
模型 ， 结 论 都 是 模型 1 是 正确 的 ， 重建 染 色 质 以 几 
种 不 同 的 构象 存在 。 他 们 以 一 种 模式 核 小 体 开始 ， 
其 中 包含 一 个 标记 的 157bp 的 DNA 片段 ， 该 片段 有 
3 个 限制 酶 PstI、Spel、Xhol 的 切割 位 点 。 他 们 推 
测 两 种 模型 在 重建 期 间 3 个 限制 性 位 点 的 可 利用 速 
度 不 同 。 

注意 ， 限 制 酶 的 实际 切割 速度 非常 快 ， 所 以 不 
是 限 速 步骤， 而 染色 质 构象 变化 能 使 限制 位 点 的 暴 
露 变 得 相对 较 慢 ， 是 切割 的 限 速 步 又。 因此， 产生 
不 同 构象 的 模型 1 预测 3 种 酶 切割 的 速度 会 不 同 。 
因为 不 同 的 构象 对 3 种 酶 具有 不 同 的 可 接近 性 ， 并 
且 不 同 构象 形成 的 速度 也 不 同 。 产 生 单一 构象 的 模 
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型 2 预期 对 3 种 酶 具有 相同 的 可 接近 性 ， 因 此 应 以 
相同 的 速度 切割 。 

因此 ，Kingston 及 同事 将 BRG1 和 ATP 加 入 
标记 的 模式 核 小 体 中 ， 测 定 了 重建 期 间 每 个 限制 酶 
的 切割 速度 。 图 13. 28 显示 切割 速度 有 9 倍 的 差 
异 , 支持 了 模型 1。 此 外 ，DNasel H PstI 的 切割 速 
度 要 快 10 一 20 倍 ， 这 一 点 也 适合 模型 1 但 不 适合 
模型 2。 最 后 ，Kingston 及 同事 用 全 SWI/SNF 而 不 
是 BRG1 重复 了 他 们 的 实验 ， 获 得 了 相同 的 结果 。 
因此 ,模型 1 也 说 明 染 色 质 重建 也 能 由 完整 SWI/ 
SNF 发 动 ， 这 些 实验 更 清楚 地 证 明 真正 催化 的 染色 
质 重建 明显 不 同 于 没有 催化 剂 时 所 能 发 生 的 染色 质 
简单 改变 。 


时 间 /min 


图 13. 28 BRGI 催化 的 染色 质 重建 过 程 中 以 不 
同 速率 所 揭示 的 限制 性 位 点 。Kingston 及 同事 将 
BRG1 标记 的 核 小 体 与 ATP 培养 不 同时 间 至 
70min， 检 测 被 3 种 限制 酶 Xhol, Spel, Psel 切 
割 的 敏感 性 。 去 蛋白 质 DNA 电泳 确定 未 切 制 
DNA 的 量 ， 并 以 此 对 时 间作 图 。(Source: Adap- 
ted from Narlikar G. J. et al. , Molecular Cell 8, 
2001.{.4A, p. 1224.) 


小 结 ， 对 染色 质 重建 机 制 的 细节 还 不 清楚 ， 
但 涉及 核 小 体 的 移动 ,伴随 DNA 与 核心 组 蛋白 
间 连 接 的 松弛 。 与 核 小 体 中 非 催化 DNA 的 暴露 ， 
或 核 小 体 沿 一 段 DNA 简单 滑行 不 同 ， 催 化 的 核 
小 体重 建 涉及 核 小 体 DNA 关于 核心 组 蛋白 不 同 
构象 的 形成 。 

在 酵母 HO 基因 激活 中 的 重建 ”Kim Nasmyth 及 
同事 研究 了 与 酵母 HO 基因 相关 的 和 蛋白质 ， 该 基因 在 
酵母 交配 型 转换 中 起 关键 作用 。HO 基因 的 表达 取决 
于 细胞 周期 不 同时 期 出 现 的 一 系列 蛋白 质 。Nasmyth 
及 同事 使 用 了 一 种 叫做 染色 质 免疫 沉淀 (chromatin 
immunoprecipitation, ChIP) 的 技术 (图 13.29)。 首 
先 ， 将 编码 蛋白 (Myc) 的 短 区 域 ERER) 的 
DNA 片段 融合 到 编码 已 知 HO 基因 相关 和 蛋白 的 基因 
末端 ,产生 C 端 有 Myc 抗原 决定 入 的 融合 蛋白 。 然 
后 ， 使 酵母 细胞 同步 化 ， 以 便 大 多 数 细胞 一 起 历经 细 
胞 周期 。 收 获 处 于 细胞 周期 不 同时 期 的 细胞 ， 加 入 甲 
醛 ， 使 DNA 和 与 之 结合 的 任何 蛋白 质 间 形 成 共 价 键 。 
之 后 ， 用 超声 波 破碎 染色 质 ， 产 生 短 的 与 蛋白 质 偶 联 
的 双 链 DNA 片段 。 接着， 制备 细胞 提取 物 ， 用 直接 
抗 Myc 抗原 决定 艇 的 抗体 免疫 沉淀 蛋白 质 -DNA 复合 
物 。 免 疫 沉淀 步 又 同样 利用 连接 到 大 珠子 上 的 葡萄 球 
WEA A 或 蛋白 G。 和 蛋白 A 或 蛋白 G 结 合 到 抗体 上 ， 
大 珠子 使 整个 复合 物 在 离心 时 容易 沉 演 下来。 回想 
Myc 抗原 决定 馈 是 黏附 在 已 知 的 与 HO 基因 结合 的 蛋 


白质 上 ， 所 以 ,免疫 沉淀 的 蛋白 质 -DNA 复合 物 应 当 
包含 融合 蛋白 和 HO 基因 。 为 了 证 实 这 些 复合 物 中 含 
有 HO 基因 ， 他们 用 HO 特异 性 引物 进行 PCR。 如 
果 HO 基因 确实 存在 ，PCR 产物 应 为 一 条 预期 大 小 
的 条 带 。 


(b) | PCR 鉴 定 DNA 


| 
"D 
| 
图 13.29 染色 质 的 免疫 沉淀 。 染 色 质 与 甲醛 交 联 
并 前 成 小 片段 , (a) 免疫 沉淀 步 又。 抗体 红色) 
与 吸附 了 目的 蛋白 〈 紫 色 ) MPR RE CT) 
结合 ， 而 目的 蛋白 又 与 双 链 DNA 的 特定 位 点 〈 蓝 
色 ) 结合 。 抗 体 结合 葡萄 球菌 蛋白 A RG), JE 
者 又 与 可 离心 纯化 的 大 珠 偶 联 。 大 珠 甚至 可 以 是 磁 
性 的 ， 用 磁铁 将 免疫 复合 物 搜 到 管子 的 底部 。 该 搞 
体 不 与 无 抗原 决定 能 吸附 的 蛋白 质 〈 绿 色 和 橙色 ) 
结合 .(b) 免疫 沉淀 物 中 DNA 的 鉴定 。 用 目的 
DNA 特异 引物 进行 PCR， 扩 增 部 分 DNA。 与 预期 
大 小 相符 的 DNA 产物 表明 该 蛋白 质 确实 与 目的 


DNA 结合 (引物 并 不 扩 增 蛋白 质 结合 的 精确 DNA 
序列 ， 而 是 目的 基因 邻近 部 分 ) 。 


实验 结果 显示 ， 已 知 为 Swi5 的 蛋白 质 首先 与 
HO 的 调控 区 结合 ， 接 着 是 SWI/SNF 结合 ， 随 后 是 
含有 HAT Gen5 的 SAGA 复合 物 结合 (第 11 章 )， 
再 召集 激活 因子 SBF。 其 他 蛋白 质 ， 包 括 常见 的 转 
录 因子 和 RNA RAM I 在 SBF 之 后 依次 结合 。 
SWI/SNF 和 SAGA 绝对 是 HO 激活 所 必需 的 ， 它 
们 共同 参与 HO 启动 子 周围 染色 质 的 重建 。 例 如 ， 
SWI/SNF 能 使 该 基因 调控 区 周围 的 核心 组 蛋白 解 
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fk, SAGA 通过 使 核心 组 蛋白 尾部 乙酰 化 而 增强 这 
种 解体 作用 ， 并 有 可 能 使 这 种 解体 永久 化 。 其 他 研 
究 有 力 地 提示 ， 这 些 因子 并 不 是 必须 以 上 述 提 到 的 
顺序 发 挥 作用 。 在 其 他 启动 子 上 ， 它 们 能 以 多 种 不 
同 的 顺序 发 挥 作用 ， 并 能 相互 协助 完成 其 功能 。 在 
下 一 节 , 我 们 将 看 到 基因 在 SWI/SNF 复合 物 之 前 
召集 HAT 的 例子 。 

小 结 “ChIP 分 析 可 以 揭示 在 活化 期 间 与 基 

因 结 合 的 蛋白 因子 的 顺序 。 当 酵母 HO 基因 活化 
时 ,首先 结合 的 是 Swis, 接着 是 SWI/SNF 和 
SAGA, 后 者 含有 HAT Gen5p， 然 后 是 通用 转录 
因子 和 其 他 蛋白 。 因此， 染色 质 重建 位 于 该 基因 
活化 的 第 一 步 ， 但 是 蛋白 结合 的 顺序 在 其 他 基因 
上 可 以 不 同 。 

在 人 IFN 基因 中 的 重建 : 组 蛋白 密码 ”我们 
已 经 了 解 到 核心 组 蛋白 尾部 的 乙酰 化 和 去 乙酰 化 ， 
它们 分 别 趋 于 激活 转录 或 抑制 转录 。 但 是 组 蛋白 尾 
部 还 经 受 几 种 其 他 修饰 ， 包 括 甲 基 化 、 磷 酸化 、 泛 
素 化 和 SOUMO 修饰 。 其 中 每 种 修饰 都 影响 周围 基 
因 的 转录 水 平 ， 由 此 产生 了 组 蛋白 密码 (histone 
code) 的 概念 。 这 一 概念 由 Thomas Jenuwein 和 Da- 
vid Allis 于 2001 年 进行 了 详细 描述 ， 含 义 是 在 一 个 
基因 调控 区 附近 的 特定 核 小 体 上 ， 组 蛋白 修饰 的 组 
合影 响 该 基因 的 转录 效率 。 组 蛋白 密码 是 一 种 表 观 
遗传 (epigenetic) 密码 (不 影响 DNA 自身 的 碱 基 
序列 )， 是 对 基因 及 其 调控 区 的 碱 基 序列 密码 的 补 
充 。200] 年 以 来 ， 许 多 研究 都 支持 组 蛋白 密码 假 
说 。 让 我 们 来 了 解 一 下 对 人 IFN-B 基因 的 组 蛋白 密 
码 研 究 。 

Dimitris Thanos 及 同事 调查 了 在 已 透彻 研究 的 
人 IFN-B 基 因 激活 期 间 发 生 的 染色 质 重建 过 程 。 当 
该 基因 被 病毒 感染 激活 时 ， 转 录 激活 因子 结合 到 启 
动 子 附近 的 无 核 小 体 区 ， 形 成 增强 体 〈 第 12 章 学 
过 )。 增 强 体 中 的 激活 因子 召集 一 些 因子 ， 这 些 因子 
能 修饰 和 重建 转录 起 始 位 点 周围 的 染色 质 ， 具 体 讲 
就 是 使 一 个 核 小 体 让 开 地 方 ， 以 便 启动 转录 。 

这 个 过 程 涉及 转录 激活 因子 召集 HAT、SWI/ 
SNF 复合 物 及 一 般 转 录 因 子 等 几 个 事件 。HAT 使 
核 小 体 的 核心 组 蛋白 尾部 乙酰 化 ， 经 CBP 的 一 个 或 
多 个 溴 基 区 吸引 CBP-RNA 聚合 酶 ISM. A 
中 SWISNF 复合 物 松 解 核 小 体 与 启动 子 的 结合 。 
然后 ，TFIID 结合 到 TATA 盒 上 并 使 之 弯曲 ,此 
时 ， 重 建 核 小 体 向 下 游 滑动 到 一 个 36bp 的 新 位 点 ， 
启动 转录 。 

Thanos 及 同事 分 析 了 核 小 体 核心 组 蛋白 的 顺序 
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乙酰 化 ， 发 现 组 蛋白 H4 的 Lyss 乙酰 化 引起 SWI/ 
SNF 复合 物 的 召集 ， 而 组 蛋白 H3 的 Lys9 和 14 Z 
酸化 引起 TFIID 的 召集 。 

他 们 利用 ChIP 分 析 技 术 观 测 仙 台 病 毒 (Sendai 
virus) 感染 HeLa 细胞 后 ， 组 蛋白 乙酰 化 的 时 间 进 
程 ， 从 此 处 着 手 ， 采 用 抗 乙酰 化 和 磷酸 化 组 蛋白 H3 
和 H4 的 抗体 免疫 共 沉淀 交 联 的 染色 质 。 图 13. 30a 
显示 ， 带 有 IFNrB 基 因 的 染色 质 可 以 被 抗 组 蛋白 H4 
的 乙酰 化 Lys8 和 Lysl2 的 抗体 免疫 沉淀 ， 也 可 被 搞 
组 蛋白 H3 乙酰 化 Lys9 和 Lys14 及 磷酸 化 Serl0 的 
抗体 所 免疫 沉淀 。 但 是 ， 相 同 的 染色 质 不 能 被 抗 组 
蛋白 H4 的 乙酰 化 Lys5 和 Lys16 的 抗体 沉淀 。 因 
此 ， 组 蛋白 乙酰 化 的 方式 不 是 随机 的 。 在 另 一 个 实 
验 中 ，Thanos 及 同事 发 现 如 果 组 蛋白 H4 的 Lys5 
和 Lys16 确实 被 乙酰 化 ， 则 抗 该 蛋白 质 的 抗体 就 能 
沉淀 该 染色 质 。 

此 外 ， 组 蛋白 修饰 的 时 间 进 程 会 随 着 位 置 的 不 
同 而 变化 。 病 毒 感染 后 3 一 8h 后 ， 组 蛋白 H4 的 
Lys8 被 乙酰 化 ， 而 其 Lys12 仅 在 感染 6h 后 乙酰 化 。 
同样 ， 组 蛋白 H3 的 Serlo 磷酸 化 是 在 感染 后 约 3h 
开始 ，6h 达 高 峰 ， 其 Lys14 的 乙酰 化 在 感染 约 6h 
后 开始 ，Lys9 的 乙酰 化 开始 得 更 早 一 些 ， 但 至 少 持 
续 19h, 

组 蛋白 H3 的 Serl0 磷酸 化 和 Lysl4 乙酰 化 的 时 
间 进 程 支持 一 个 早期 的 假说 ， 该 假说 认为 Ser10 的 
磷酸 化 是 Lys14 乙酰 化 的 必要 条 件 。 以 上 结果 揭示 
T Lys14 乙酰 化 进程 与 TBP 对 启动 子 结合 的 完全 对 
应 关系 《比较 第 9 排 和 第 10 排 ， 显 示 抗 TBP 抗体 
的 免疫 沉淀 )。 这 一 结果 与 H3 的 Lysl4 乙酰 化 是 
TBP 结合 启动 子 所 必需 的 假说 一 致 

Thanos 及 同事 在 体外 进行 了 相似 的 实验 。 他 
们 用 细菌 表达 的 组 蛋白 重建 了 染色 质 并 在 体外 修 
饰 所 选择 的 位 点 。 结 果 发 现 体外 乙酰 化 位 点 与 体 
内 乙酰 化 位 点 相同 。 而 且 ， 他 们 又 用 缺失 一 个 或 
多 个 HAT 的 提取 物 进行 相同 实验 ， 看 HAT 对 特 
定 赖 氮 酸 乙酰 化 作用 的 影响 。 图 13. 30b 显示 
HAT GCN5/PCAF 的 免疫 耗竭 提取 物 对 组 蛋白 
H4 Lys8 的 乙酰 化 没有 作用 。 而 HAT CBP/p300 
或 SWI/SNF 的 成 分 BRG1/BRM 的 免疫 耗竭 提取 
物 仍 能 乙酰 化 H4 Lys8。 另 一 对 照 实 验证 明 
GCNS/PCAF 的 耗竭 不 会 引起 CBP/p300 的 耗竭 ， 
反之 亦 然 。 因 此 ，GCN5/PCAF 负责 组 蛋白 H4 
Lys8 的 乙酰 化 ， 而 另 一 个 实验 (未 给 出 )， 发 现 
HAT 负 责 组 蛋白 H3 Lys14 的 乙酰 化 (注意 ， 
GCN5 是 酵母 Gcn5p 的 人 同 源 物 ) 。 
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图 13. 30 病毒 感染 后 IFN-B 启动 子 处 染色 质 组 蛋白 的 乙酸 化 进程 。(a) ChIP 分 析 。Thanos 及 同事 对 
仙台 病毒 感染 Hela 细胞 后 不 同时 间 段 的 细胞 核 提取 物 进行 了 ChIP 分 析 ， 所 用 抗体 直接 抗 组 蛋白 H4 
的 不 同 乙酰 化 位 点 〈 右 侧 标 出 )，Lys8 (eracH4 K8), Lysl2 (aracH4 K12), Lys5 (eracH4 K5)、Lys16 
(eracH4 K16) 或 所 有 这 些 抗体 [acH4 (K5, K8, K12, K16)]; 或 组 蛋白 H3 磷酸 化 Serl0 (ephH3 
S10); 或 组 蛋白 H3 不 同 乙酰 化 位 点 : Lys9 (eacH3 K9), Lysl4 (a-acH3 K14), Lys9 和 14 (oracH3- 
K9，14)。 他 们 做 了 抗体 直接 抗 TBP 的 ChIP 分 析 。 之 后 ， 用 IFN-B 启 动 子 特异 引物 对 所 有 免疫 沉淀 染 
色 质 进 行 PCR。 图 中 给 出 了 PCR 结果 ， 最 底部 是 一 组 RT-PCR 结果 ， 表 示 IFN-B mRNA 在 不 同时 间 点 
WEBE, input 行 表示 用 加 入 的 染色 质 获得 的 PCR 信号 ， 用 以 说 明 每 个 实验 中 所 用 染色 质 的 量 大 致 相 
等 .(b) HAT 的 免疫 耗竭 对 组 蛋白 H4 Lys8 乙酰 化 的 影响 。Thonas 及 同事 在 生物 素 标记 的 DNA 片段 
上 装配 了 IFN-8 增强 体 ， 这 段 DNA 含有 IFN-8 启动 子 和 增强 子 。 然 后 将 增强 体 (偶数 流 道 ) 或 缓冲 液 
(奇数 泳 道 ) 与 野生 型 细胞 核 提取 物 〈 泳 道 1、2) 或 缺乏 以 下 成 分 的 细胞 核 提 取 物 孵育 ，CBP/p300 (k 
道 3、4)、GCN5/PCAF (kif 5, 6), SW1/SNF 的 组 分 BRG1/BRM ( 泳 道 7、8) GEHE: OOGA 
W). RE, BEM, Westen 印迹 ， 用 直接 抗 组 蛋白 H4 乙酰 化 Lys8 的 抗体 探测 印迹 膜 。( Source， 
Reprinted from Cell v 111, Agalioti et al. , p.383. © 2002, with permission from Elsevier Science. ) 


为 了 研究 核心 组 蛋白 尾部 乙酰 化 对 SWI/SNF 
和 TFIID 召集 的 影响 ，Thanos 及 同事 用 IFN-B 启动 
子 偶 联 到 树脂 小 珠 和 核心 组 蛋白 上 构建 了 染色 质 ， 
然后 在 乙酰 基 供 体 乙酰 CoA 有 或 无 的 条 件 下 温 育 染 
色 质 与 细胞 核 提取 物 ， 之 后 洗 去 未 结合 的 蛋白 质 ， 
再 用 SDS 裂解 染色 质 ， 对 释放 的 蛋白 质 进 行 West- 
ern 印迹 ， 并 用 抗 BGR1 (SWI/SNF 的 一 个 成 分 ) 
和 TAFn250 《TFIID 的 一 个 成 分 ) 的 抗体 探测 印 
迹 膜 。 


图 13. 31a 显示 ， 染 色 质 没有 乙酰 化 时 ， 只 结合 
少量 的 BRG1 和 TAFn250 〈 泳 道 1 和 泳 道 2) ， 而 乙 
酰 化 时 ， 可 结合 大 量 的 BRG1 和 TAFn250 (kilt 3 
和 泳 道 4) 。 用 E. coli 的 克隆 基因 产生 的 组 蛋白 来 重 
建 染色 质 ， 在 无 乙酰 化 时 ， 检 测 不 到 BRG 和 
TAFn250 ( 泳 道 5 和 泳 道 6) 的 结合 ， 但 乙酰 化 后 ， 
能 结合 大 量 的 BRG1 和 TAFn 250 (Skit 7 和 泳 道 
8). 
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SWI/SNF 和 TFIID 向 IFN-B 启动 子 的 汇集 : 在 有 野生 型 或 突变 核心 组 蛋白 时 。(a) Tha- 


nos 及 同事 在 吸附 到 Dyna- 珠 上 的 IFN-B 启 动 子 上 重 构 了 染色 质 ， 并 与 Hela 细胞 核 提取 物 共 培养 ， 


洗 去 未 结合 蛋白 质 ，Western 印迹 检测 BRG 和 


TAFn250 的 结合 ， 用 抗 这 两 种 蛋白 质 的 抗体 探测 。 


各 泳 道 有 无 增强 子 ， 图 上 端 标 出 在 培养 时 加 入 乙酰 CoA 用 于 组 蛋白 乙酰 化 或 不 加 乙酰 CoA， 如 图 
上 端 所 示 。 泳 道 1 一 4 为 用 天 然 HeLa 细胞 染色 质 重 建 的 染色 质 。 泳 道 5 一 8 H E. coli (WT 核心 组 
蛋白 ) 表达 的 重组 野生 型 核心 组 蛋白 构建 的 染色 质 .(b) 实验 条 件 与 (a) 相同 ， 除 了 在 有 些 实验 中 
采用 突变 核心 组 蛋白 外 “在 沪 道 下 面 标 出 )。 同 样 ， 有 无 增强 体 在 顶端 标 出 ， 同 时 有 无 乙酰 CoA 在 
括号 中 标 出 。 举 例 突变 体 命 名 : H4 和 表示 组 蛋白 H4 的 赖 氨 酸 8 HERTAN. Source; Reprinted 
from Cell v.111, Agalioti et al. , p. 386. © 2002. with permission from Elsevier. ) 


AT WA BA PP E SA WZ PE AE fS D AE 
Thanos 及 同事 用 突变 的 组 蛋白 构建 了 染色 质 ， 其 中 
一 个 赖 氨 酸 被 丙 氨 酸 竺 换 。 图 13. 31b 显示 实验 结 
果 。 如 同 在 图 13. 31a 看 到 的 ， 天 然 HeLa 细胞 染色 
质 对 BRG1 和 TAFn250 都 结合 〈 泳 道 1 和 泳 道 2) 。 
可 以 预测 ， 野 生 型 组 蛋白 重建 的 染色 质 也 可 结合 这 
两 种 蛋白 质 泳 道 3 和 泳 道 4) 。 但 缺乏 Lyss (已 被 
RM) 的 组 蛋白 H4 重建 的 染色 质 不 能 和 
BRG1 结合 或 不 能 与 TAFu250 结合 〈 泳 道 5 和 泳 道 
6)。 这 一 结果 可 解释 为 突变 体 染色 质 不 能 召集 SWI/ 
SNF (BRG1)， 而 后 者 是 召集 TFIID (TAFs 250) 
所 必需 的 。 

组 蛋白 H3 Lys 换 成 丙 氨 酸 时 ， 构 建 的 染色 
质 可 召集 BRG1, 但 不 召集 TAF:250 (kiti 7 ATK 
道 8)。 同 样 的 情况 在 组 蛋白 H3 Lys9 换 成 丙 氨 酸 时 
( 泳 道 11 和 泳 道 12) 也 能 观察 到 。 因 此 ，Lys9 和 
Lysl4 的 乙酰 化 看 来 是 TFIID 召集 所 必需 的 ， 但 不 
是 召集 SWI/SNF 所 必需 的 。 在 对 照 实 验 中 ,将 组 
蛋白 H4 Lys5 替换 成 丙 氨 酸 ,已 知 Lys5 在 病毒 感 
染 时 不 被 乙酰 化 ,因此 该 突变 对 BRG1 或 TAFn250 
的 召集 都 无 影响 并 不 奇怪 〈 泳 道 9 和 泳 道 10) 。 
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采用 同样 方法 ， 他 们 发 现 组 蛋白 H3 Lys12 将 
换 为 丙 氨 酸 对 BRG1 或 TAFw250 的 召集 也 不 产生 影 
响 。 该 赖 氨 酸 在 体内 可 被 乙酰 化 ， 但 只 是 非常 简短 
的 (图 13. 30)。 显 然 这 种 乙酰 化 可 能 不 是 召集 TFI- 
ID a SWI/SNF 所 需要 的 。 最 后 ， 丙 氨 酸 替换 Ser10 
可 阻 断 TAFr 250 的 召集 但 不 影响 BRG1。 因 此 ， 
Serl0 缺失 与 Lys9、14 缺失 有 相同 效果 。Serl0 tk 
失 的 效果 与 Serl0 磷酸 化 是 Lysl4 乙酰 化 所 必需 的 
这 一 假说 一 致 。 

所 有 这 些 结果 可 归纳 为 图 13. 32 所 示 的 模型 。 
该 模型 的 核心 思想 是 增强 子 具 有 装配 增强 体 所 必需 
的 所 有 遗传 信息 ， 然 后 增强 体 可 召集 适当 的 因子 ， 
移 开 阻 断 转 录 起 始 的 核 小 体 。 因 此 ， 信 息 是 从 增强 
子 向 核 小 体 流动 的 ， 而 不 是 以 相反 的 方向 。 

特别 提出 的 是 模型 要 求 以 下 系列 事件 : 病毒 感 
染 时 ， 激 活 因 子 出 现 并 在 增强 子 上 装配 增强 体 。 然 
后 ,增强 体 召集 HAT GCNS, 后 者 又 乙酰 化 组 蛋白 
H4 的 Lys8 和 组 蛋白 H3 的 Lys9。 增 强 体 也 召集 一 
种 使 组 蛋白 H3 Serl0 磷酸 化 的 未 知 蛋 白 激酶 。 一 旦 
Serl0 磷酸 化 ,组 蛋白 H3 的 Lys14 就 被 GCN5 乙酰 
化 。 至 此 ， 组 蛋白 密码 完成 。 


H3 


增强 子 


其 次 ， 含 省 基 区 蛋白 翻译 组 蛋白 密码 的 方式 为 ， 
单 溴 基 区 蛋白 BRG1 携带 完整 的 SWI/SNF 复合 物 
与 组 蛋白 H4 乙酰 化 的 Lys8 AS, RAB I Se 
其 余部 分 此 时 可 能 也 被 召集 (为 简单 起 见 ， 未 显 
示 )。 然 后 ，SWI/SNF 重建 核 小 体 ， 双 省 基 区 蛋白 
TAFn250 有 2 个 乙酰 化 赖 氨 酸 〈9 和 14)， 它 携带 
完整 的 TFIID 结合 到 组 蛋白 H3 上 。TFIID 的 结合 


图 13.32 人 类 IFN-g 启 动 子 处 组 蛋白 密码 的 模 
型 。(a) 增强 体 按照 DNA 密码 装配 在 启动 子 处 
《增强 子 元 件 的 集合 )。(b) 增强 体 中 的 激活 因子 
召集 GCN5， 这 种 HAT 使 组 蛋白 H4 尾部 的 
Lys8 (K8) 和 H3 尾部 的 Lys9 (K9) 乙酰 化 。 
箭头 指出 的 乙酰 化 仅 在 较 上 部 的 组 蛋白 尾部 
但 乙酰 化 发 生 在 所 有 4 个 尾部 。(c) 增强 体 也 召 
集 使 组 蛋白 3 的 Serl0 (S10) 磷酸 化 的 蛋白 激 
酶 。 同 样 ， 磷 酸化 在 2 个 H3 尾部 都 发 生 。 这 种 
磷酸 化 作用 允许 GCN5 对 组 蛋白 H3 的 Lysl4 
(K149) 乙酰 化 。 由 此 完成 组 蛋白 编码 ， 其 翻译 
在 本 模型 的 最 后 两 步 进行 。(d) 组 蛋白 H4 的 乙 
酰 化 Lys8 吸引 SWI/SNF 复合 物 ， 该 复合 物 重 
建 核 小 体 。 重建 以 核 小 体 上 弯曲 的 DNA 表示 。 
Co) 重建 的 核 小 体现 在 允许 TFIID 的 结合 了 ， 
TFIID 不 仅 被 TATA ARG, 也 被 组 蛋白 H3 
尾部 的 乙酰 化 Lys9 和 14 所 吸引 。TFIID 使 
DNA 弯曲 ， 将 重建 的 核 小 体 推 向 下 游 36bp。 现 
在 , 转录 可 以 开始 了 。( Source: Adapted from 
Agalioti, T., G.Chen, and D. Thanos, Deci- 
phering the transcriptional histone acetylation 
code for a human gene. Cell 111 (2002) p. 389, 
1.5.) 


使 DNA 弯曲 ， 使 重建 的 核 小 体 离开 下 游 。 现 在 ， 
复合 物 可 以 与 辅 激活 因子 CBP 结合 了 ， 转 录 开始 。 

这 里 值得 一 提 的 是 TAFu250 的 另 一 个 活性 ， 它 

具有 激活 转录 的 潜力 ， 虽 然 可 能 不 像 在 IFN-B 启动 

子 处 那样 作用 。 也 就 是 说 ，TAFn 250 ARBRE 

(conjugating) 活性 ， 其 靶 标 之 一 可 能 是 组 蛋白 Hl1。 

因此 ， 当 TAFn250 被 召集 到 启动 子 之 后 ， 可 能 通过 
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结合 到 乙酰 化 核心 组 蛋白 尾部 ， 使 附近 的 组 蛋白 H1 
RL, BLE. h 26S 蛋白 酶 体 降解 (第 12 
章 )。 由 于 组 蛋白 Hl 通过 交 联 核 小 体 而 帮助 抑制 转 
录 ， 所 以 ， 其 降解 会 激活 周围 的 基因 。 

小 结 ”IFN-B 增 强 体 的 激活 因子 能 召集 一 种 
HAT (GCN5), GCN5 可 使 启动 子 处 核 小 体 的 组 
蛋白 H3、H4 的 一 些 赖 氨 酸 乙酰 化 。 一 种 蛋白 激 
酶 也 能 使 同一 核 小 体 的 组 蛋白 H3 的 一 个 丝氨酸 磷 
酸化 ， 由 此 允许 组 蛋白 H3 的 另 一 个 赖 氨 酸 乙酰 
化 ,完成 组 蛋白 编码 。 其 中 一 个 乙酰 化 赖 氨 酸 再 
召集 SWI/SNF 复合 物 ， 重建 核 小 体 。 这 种 重建 使 
TFIID 通 过 TAF n250 的 双 溴 基 区 与 核 小 体 上 的 两 
个 乙酰 化 赖 氨 酸 结合 。TFIID 的 结合 使 DNA 3 
有 曲 ， 将 重建 核 小 体 移 开 ， 为 起 始 转录 开通 道路 。 


异 染 色 质 与 沉默 


本 章 中 我 们 讨论 的 大 部 分 染色 质 属 于 常 染色 质 
(euchromatin) 。 这 种 染色 质 结构 相对 伸展 开放 ， 并 
至 少 有 潜在 活性 。 相 比 而 言 ， 异 染色 质 Chetero- 
chromatin) 非常 致密 ， 其 DNA 不 可 接近 。 在 高 等 
真 核 生物 中 ， 用 显微镜 观察 时 甚至 皇 块 状 (图 
13. 33)。 在 酿酒 醇 母 中 ， 尽 管 染色 体 太 小 不 能 产生 
块 状 结构 ， 但 仍 存在 异 染色 质 ， 并 与 高 等 真 核 生 物 
中 的 一 样 具 有 抑制 性 特征 ， 可 沉默 远 至 3kb 外 基因 
的 活性 。 酵 母 的 异 染 色 质 在 染色 体 的 端 粒 或 未 端 都 


图 13.33 间 期 核 质 中 的 异 染色 质 。 细 胞 核 位 于 中 
心 的 蝙蝠 胃 的 衬 细胞 。 细 胞 核 周边 的 深 色 区 为 异 染 
色 质 〈H) 。(Source: Courtesy Dr. Keith Porter. ) 
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有 发 现 ， 存 在 于 永久 被 抑制 的 交配 位 点 (mating lo- 
ci 内 (第 10 章 结尾 处 提 到 的 )。 一 般 来 讲 ， 异 染 
色 质 存在 于 染色 体 的 端 粒 和 着 丝 粒 中 。 

在 酵母 中 进行 遗传 和 生化 实验 很 方便 ， 因 此 生 
物 学 家 利用 酵母 来 研究 异 染 色 质 的 结构 及 其 沉默 内 
部 及 邻近 区 段 内 基因 的 机 制 。 由 于 基因 沉默 与 该 基 
因 在 染色 体 上 的 位 置 有 关 ， 因 此 端 粒 附近 的 基因 沉 
默 称 作 端 粒 位 置 效应 (telomere position effect, 
TPE): 如 果 基 因 距 端 粒 3kb 以 内 ， 就 会 被 沉默 ， 如 
果 超 过 此 范围 ， 则 不 被 沉默 。 

对 酵母 端 粒 异 染色 质 的 研究 表明 ， 有 多 种 蛋白 
质 与 端 粒 结合 ， 推 测 可 能 与 异 染色 质 的 形成 有 关 。 
这 些 蛋 白质 有 RAP1、SIR2、SIR3、SIR4 以 及 组 蛋 
É H3 和 H4 (SIR 表示 沉默 信息 调节 物 (silencing 
information regulator)]。 醇 母 端 粒 由 许多 Coa A 
《CA)1-; 重复 序列 构成 (显然 ， 端 粒 的 互补 链 具有 
互补 序列 )。 通 常 被 称 为 C~ A 的 序列 是 RAPI 看 
白 的 结合 位 点 。RAP1 蛋白 是 唯一 与 DNA 特异 性 位 
点 结合 的 端 粒 蛋白 。 随 后 RAP1 按 SIR3-SIR4-SIR2 
的 顺序 召集 SIR 蛋白 至 端 粒 。 我 们 已 经 知道 ， 组 蛋 
Á H3 和 H4 是 核 小 体 的 核心 组 蛋白 。SIR3 和 SIR4 
直接 与 组 蛋白 H3 N 端 尾部 的 第 4 一 20 位 氨基 酸 残 
基 和 H4 N 端 尾部 的 第 16 一 29 位 氨基 酸 残 基 结合 。 

由 于 RAP] 仅 与 端 粒 DNA 结合 ， 因 此 预计 它 
仅 与 端 粒 有 关 。 但是， 在 与 端 粒 相 邻 的 “ 亚 端 粒 ” 
(subtelomeric) 区 发 现 了 RAP1， 且 与 SIR RAS 
合 。 为 解释 这 一 发 现 ，Michael Grunstein 及 同事 提 
出 了 与 图 13. 34 相似 的 模型 ，RAP1 结合 到 端 粒 
DNA 上 ，SIR 蛋白 与 RAP1 结合 青 与 亚 端 粒 区 核 小 
体 的 组 蛋白 结合 ， 然 后 这 种 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 
引起 端 粒 向 亚 端 粒 区 回 折 。 

在 前 面 的 章节 ， 我们 了 解 到 除去 核心 组 蛋白 的 乙 
酰基 会 抑制 基因 活性 。 因 此 推测 ， 沉 默 染 色 质 中 核心 
组 蛋白 上 的 乙酰 基 不足 ， 或 乙酰 基 过 低 〈hypoacety- 
lated) 。 确 实 ， 在 酵母 常 染 色 质 中 ,组 蛋白 H4 的 5、 
8、12、16 位 赖 氨 酸 均 发 生 乙 酰 化 ， 而 酵母 异 染色 质 
仅 在 Lys 12 发 生 乙酰 化 。 这 种 乙酰 化 过 低 现象 在 基 
因 沉 默 中 起 什么 作用 呢 ? 我 们 知道 ， 组 蛋白 H4 
Lys16 是 与 SIR 蛋白 〈 特 别 是 SIR3) 相互 作用 结构 域 
的 一 部 分 (第 16 一 29 位 氨基 酸 残 基 )。 因 此 ， 组 蛋白 
H4 的 Lysl6 乙酰 化 可 能 阻止 与 SIR3 的 相互 作用 ， 阻 
止 异 染色 质 的 形成 ， 从 而 阻止 基因 沉默 。 

对 酵母 的 遗传 学 实验 支持 这 一 假说 。 将 组 蛋白 
H4 的 Lys16 换 成 谷 氨 酰 胺 ， 通 过 去 除 正 电 荷 来 模拟 
该 残 基 的 乙酰 化 。 这 一 突变 可 模拟 通过 乙酰 化 阻止 
基因 ( 置 于 端 粒 邻 近 区 域 和 交配 基因 位 点 处 ) 沉默 
的 作用 。 此 外 ， 如 果 将 Lys16 换 成 精 氨 酸 〈 仍 保持 
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图 13.34 端 粒 结构 的 模型 。RAP1 结合 到 端 粒 上 
并 召集 SIR3 和 SIR4， 它 们 再 吸引 SIR2。SIR3、 
SIR4 还 分 别 与 组 蛋白 H3、H4〈 蓝 色 细 线 ) 的 N 
端 尾部 结合 。SIR 蛋白 质 间 的 相互 作用 导致 染色 体 
末端 的 回 折 ， 因 此 RAP1 与 染色 体 亚 端 粒 部 分 相 结 
A. (Source; Adapted from Grunstein, M. 1998, 


Yeast heterochromatin; Regulation of its assembly 
and inheritance by histones. Cell 93: 325-28. Cell 
Press, Cambridge, MA. ) 


氨基 酸 的 正 电荷 )， 结 果 在 一 定 程度 上 模拟 了 去 乙酰 
化 ， 正 如 预测 的 ， 这 种 突变 对 基因 沉默 没有 影响 。 

由 于 组 蛋白 H4 的 Lys16 去 乙酰 化 需要 沉默 复 
合 物 的 参与 ， 故 发 现 了 酵母 沉默 复合 物 的 SIR 具有 
组 蛋白 脱 酰 酶 活性 (NAD 依赖 的 HDAC， 又 称 为 
N-HDAC) 令 人 十 分 感 兴趣 。 因 此 ，SIR2 是 催化 组 
蛋白 H4 的 Lysl6 去 乙酰 化 的 候选 酶 。 如 果 这 个 假 
说 成 立 ， 则 吸附 在 核 小 体 〈 其 组 蛋白 H4 的 Lys16 
去 乙酰 化 ) 上 的 SIR2 随后 使 邻近 核 小 体 组 蛋白 H4 
的 Lys16 去 乙酰 化 ， 从 而 促进 沉默 过 程 。 

小 结 ”“ 常 染色 质 相对 伸展 、 具 有 潜在 活性 ,而 


异 染色 质 致密 、 遗 传 学 上 处 于 不 活跃 状态 。 异 染 
色 质 能 使 3kb 以 内 的 基因 均 发 生 沉 默 。 醇 母 染色 
体 末 端 ( 端 粒 》 的 异 染色 质 形成 依赖 于 蛋白 
RAPI 对 端 粒 DNA 的 结合 ， 随 后 是 对 蛋白 SIR3、 
SIR4、SIR2 的 依次 召集 ; 染色 体 其 他 位 置 上 的 
异 染 色 质 形成 也 依赖 蛋白 SIR。SIR3 和 SIR4 也 
直接 与 核 小 体 组 蛋白 H3、H4 相互 作用 。 核 小 体 
组 蛋白 H4 的 Lys16 乙酰 化 阻止 其 与 SIR3 的 相互 
作用 ， 因 而 抑制 异 染色 质 的 形成 。 这 是 组 蛋白 乙 
酰 化 促进 基因 活性 的 另 一 种 方式 。 

组 蛋白 的 甲 基 化 ”除了 我 们 已 经 看 到 的 修饰 方 
式 ， 核心 组 蛋白 尾部 也 可 甲 基 化 。 甲 基 化 有 激活 或 
抑制 两 种 效应 。 某 些 蛋白 质 如 HAT， 通 过 乙酰 基 - 
赖 氨 酸 -结合 域 ， 也 就 是 澳 基 区 〈bromodomain)， 与 
核心 组 蛋白 尾 上 的 特定 乙酰 化 赖 氨 酸 相互 作用 。 
Thomas Jenuwein 及 同事 注意 到 某 些 涉及 异 染 色 质 
形成 的 蛋白 质 具有 称 为 着 色 域 (chromodomain) 的 
保守 区 域 。 其 中 一 个 具有 这 种 结构 的 蛋白 质 是 组 蛋 
A M Æ $ BB (histone methyl transferase, 
HMTase) ， 在 人 类 中 被 称 为 SUV39H HMTase, 55 
一 个 是 组 蛋白 甲 基 转移 酶 -结合 蛋白 HP1。 

Jenuwein 小 组 和 Tony Kouzarides 小 组 验证 了 以 上 
蛋白 及 其 他 蛋白 对 包含 组 蛋白 H3 Lys9 〈 甲 基 化 起 位 
点 ) 的 甲 基 化 和 非 甲 基 化 肽 段 的 结合 。 两 个 小 组 都 发 
现 HP1 可 结合 这 些 肽 链 , 但 只 有 Lys 9 是 甲 基 化 的 。 
这 一 发 现 提 出 了 一 个 因为 甲 基 化 的 扩展 从 而 抑制 染色 
质 的 机 制 ， 当 一 个 组 蛋白 H3 的 Lys9 甲 基 化 后 ， 会 通 
过 Lys9 的 着 色 域 吸引 HP1, HP! 随后 召集 SUV39H 
HMTase 使 另 一 个 邻近 组 蛋白 H3 的 Lys9 甲 基 化 。 以 
上 过 程 持续 进行 直到 许多 核 小 体 被 甲 基 化 。 这 种 甲 基 
化 导致 了 异 染色 质 区 的 扩展 ， 如 图 13, 35 所 示 。 


隔离 子 


激活 的 , 乙酰 
化 染色 质 


沉默 的 异 染 色 质 随 着 HP1 的 加 入 和 甲 基 化 而 扩展 


图 13.35 组 蛋白 甲 基 化 参与 染色 质 抑制 作用 的 模型 。 隔 离子 右 侧 核 小 体 组 蛋白 H3 尾部 的 


Lys9 被 甲 基 化 。 由 此 召集 HP1， 


它 结合 核 小 体 的 甲 基 化 Lys9， 并 召集 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 


《HMTase) ， 使 邻近 核 小 体 的 Lys9 甲 基 化 。 如 此 ， 甲 基 化 抑制 状态 就 从 一 个 核 小 体 传递 至 下 
一 个 核 小 体 。( Source: Adapted from Bannister, S. D. P. Zegerman, J.F. Partridge, E. A. 
Miska, J. O. Thomas, R.C. Allshire，and T. Kouzarides, Selected recognation of methylated 
lysine 9 on histone H3 by the HP] chromodomain. Nature 410 (2001) p.123, f. 5.) 
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组 蛋白 H3 的 Lys9 绝 不 是 唯一 的 组 蛋白 甲 基 化 
靶 位 点 。 所 有 核心 组 蛋白 的 赖 气 酸 和 精 氨 酸 都 能 被 
甲 基 化 ， 而 且 赖 氮 酸 的 每 个 氨基 可 接受 多 至 3 个 甲 
基 基 团 。 组 蛋白 H3 的 另 一 个 常 被 甲 基 化 位 点 是 
Lys4， 该 位 点 甲 基 化 通常 可 激活 转录 ， 其 机 制 至 少 
涉及 两 个 方面 。 第 一 ， 它 抑制 染色 质 重建 和 组 蛋白 
脱 酰 酶 复合 物 NuRD 结合 到 组 蛋白 H3 尾部 ， 从 而 
干扰 了 组 蛋白 去 乙酰 化 作用 ， 而 该 作用 具有 抑制 转 
录 的 效果 。 第 二 ， 组 蛋白 H3 Lys4 的 甲 基 化 抑制 了 
相 邻 Lys9 的 甲 基 化 ， 而 Lys9 甲 基 化 也 是 转录 抑制 
性 的 。 通 过 阻止 以 上 两 个 抑制 事件 ，H3 的 Lys4 甲 
基 化 产生 一 个 网 状 激活 效应 。 

至 此 ， 我 们 已 经 孤立 地 研究 了 甲 基 化 作用 ， 但 
实际 上 并 不 以 这 种 方式 发 生 。 相 反 ， 特 定 核 小 体 的 
许多 组 蛋白 残 基 有 多 种 修饰 方式 。 有 的 被 乙酰 化 ， 
有 的 被 甲 基 化 ， 还 有 的 被 磷酸 化 ， 甚 至 有 的 被 泛 素 
化 。 图 13. 36 总 结 了 核心 组 蛋白 可 能 发 生 的 不 同 修 
饰 方式 。 


图 13. 36 ”核心 组 蛋白 修饰 方式 总 结 。 不 同 修饰 
方式 如 左下 端 标识 : 黄色 , 乙酰 化 赖 氨 酸 
(ack); 灰色 ， 甲 基 化 精 氨 酸 (meR)， 蓝 色 ， 甲 
基 化 赖 氨 酸 (meK); 粉色 , 磷酸 化 的 丝氨酸 
(PS); 绿色 ， 泛 素 化 赖 氨 酸 〈uK)。 仅 在 两 种 组 
蛋白 H3 和 H4 一 侧 的 尾部 显示 了 修饰 方式 。 
H2A、H2B 仅 显示 被 修饰 的 一 条 尾 。H2A、H2B 
的 C 端 尾 部 用 虚线 表示 。 组 蛋白 H3 Lys79 
《H3K79) 的 位 置 也 在 图 中 标 出 ， 虽 然 它 不 在 组 
蛋白 Æ BB. (Source: Adapted from Turner, 
B. M. , Cellular memory and the histone code. Cell 
111 (2002) p. 286, f.1.) 


正如 我 们 看 到 的 ， 有 证 据 表明 组 蛋白 密码 中 组 
蛋白 乙酰 化 参与 了 最 终 导致 基因 激活 的 级 联 事 件 。 
有 些 研究 人 员 好 奇 ， 这 种 组 蛋白 密码 的 概念 是 否 能 
类 推 到 所 有 组 蛋白 修饰 方式 中 。 细 胞 能 阅读 特定 核 
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小 体 组 蛋白 修饰 方式 的 不 同 组 合 ， 将 其 看 做 一 个 综 
合 密 码 来 指示 附近 基因 的 表达 和 沉默 。 

为 了 在 组 蛋白 甲 基 化 环境 下 说 明 这 个 问题 ， 
Frank Sauer 及 同事 研究 了 两 种 组 蛋白 中 3 个 赖 氨 酸 
(组 蛋白 H3 的 Lys4、Lys9 和 组 蛋白 H4 的 Lys20) 
的 甲 基 化 协同 效应 。 他 们 发 现 由 一 个 叫做 Ashl 的 
HMTase 所 产生 的 甲 基 化 赖 氨 酸 的 组 合 对 果 蝇 有 两 
种 效果 ， 且 都 是 激活 功能 。 其 一 ， 这 些 甲 基 化 可 促 
进 激活 因子 Brahma 的 结合 ; 其 二 ， 这 些 甲 基 化 阻 
止 抑制 物 HP1 MSERRRY (polycomb) 的 结合 。 
因此 组 蛋白 H3 的 Lys9 甲 基 化 的 正常 抑制 作用 在 上 
述 两 个 赖 氨 酸 甲 基 化 的 背景 下 被 掩盖 。 细胞 一 定 能 
识别 组 蛋白 修饰 方式 的 整体 组 合 ， 而 不 仅仅 是 其 中 
的 一 个 。 

组 蛋白 修饰 方式 不 仅 标记 了 有 待 激活 或 抑制 的 
染色 质 ， 也 影响 其 他 组 蛋白 的 修饰 。 例 如 ， 组 蛋白 
H3 的 Lys9 甲 基 化 可 被 同一 组 蛋白 尾部 的 几 种 修饰 
作用 所 抑制 ， 包 括 Lys9 (也 可 能 是 Lys14) 的 乙酰 
化 、Lys4 的 甲 基 化 、Ser10 的 磷酸 化 。 

同一 核 小 体 上 一 个 组 蛋白 的 修饰 也 能 影响 另 一 
个 组 蛋白 的 修饰 。 例 如 ，Brian Strahl 及 同事 检测 了 
PAIRI rado 基因 的 效果 ， 该 基因 编码 泛 素 连接 酶 
Rad6， 而 Rad6 是 组 蛋白 H2B 的 Lys123 泛 素 化 所 必 
需 的 。 这 种 突变 阻 断 了 H3 的 Lys4, Lys79 的 甲 基 
化 ,但 不 影响 Lys36 甲 基 化 (图 13. 37)。 用 精 氨 酸 
替换 组 蛋白 H2B 的 Lys123 将 阻止 野生 型 rad6 基因 
细胞 的 泛 素 化 ， 并 对 组 蛋白 H3 的 Lys4, Lys79 的 
甲 基 化 有 同样 的 负 效应 。 因 此 ， 一 种 组 蛋白 (H2B) 
赖 氨 酸 的 泛 素 化 会 显著 影响 另 一 种 组 蛋白 (H3) 中 
两 个 位 点 的 甲 基 化 。 顺 便 提 一 下 ，Lys79 的 甲 基 化 
是 唯一 已 知 的 不 在 组 蛋白 尾部 发 生 的 组 蛋白 修饰 方 
式 。 该 甲 基 化 发 生 在 核 小 体 的 表面 (图 13, 36)， 容 
易 与 甲 基 化 装置 接触 。 

最 后 ， 我 们 讨论 一 下 组 蛋白 H3 尾部 3 个 氨 
FEM (Lys9、Ser10、Lys14) 不 同 修饰 之 间 的 相 
互 调节 作用 (图 13. 38) 。 此 前 我 们 已 经 了 解 到 ， 
某 些 基因 包括 人 类 IFN-B 基因 的 激活 需要 Lys14 
乙酰 化 , 但 是 我 们 也 知道 这 种 乙酰 化 依赖 于 
Serl0 磷酸 化 ， 而 Serl0 磷酸 化 受 Lys9 甲 基 化 的 
抑制 。 因 此 ，Lys9 甲 基 化 可 以 抑制 Ser10 磷酸 
化 ， 进 而 阻 断 Lys14 乙酰 化 ， 从 而 抑制 转录 。 但 
事情 的 另 一 方面 是 ，Serl0 磷酸 化 可 能 与 Lys14 
乙酰 化 一 起 阻止 Lys9 的 甲 基 化 。 因 此 ， 一旦 
Serl0 和 Lysl4 被 适当 地 修饰 ， 它 们 就 可 能 通过 
Bi El HE AY Lys9 甲 基 化 而 维持 基因 的 活化 状 
态 。 此 外 ，Lys9 乙酰 化 可 阻止 其 甲 基 化 ， 结 果 乙 
酰 化 也 对 转录 抑制 起 到 消减 作用 。 
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13.37 组 蛋白 H2B 泛 素 化 对 组 蛋白 H3 甲 基 化 
的 影响 。Strahl 及 同事 测试 了 野生 型 和 突变 酵母 对 
组 蛋白 H3 的 Lys79 甲 基 化 的 能 力 。 突 变 株 
(rad6A) 缺失 了 rads 基因 ， 因 而 不 能 使 组 蛋白 
H2B 的 Lys123 Rte. HAH (H2B K123R) 组 
蛋白 H2B 的 Lys123 被 精 氨 酸 取代 ， 即 使 在 具备 
Rad 功能 情况 下 ， 也 不 能 被 泛 素 化 。 对 野生 型 
kilt 1 和 3)、rad6A ( 泳 道 2)、H2B K123 ( 泳 道 
4) 的 细胞 核 提 取 物 进 行 Western 印迹 ， 并 分 别 用 
下 列 抗体 做 探 针 检测 ，Lys79 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 
《顶端 一 排 )，Lys4 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 (第 二 排 ); 
Lys36 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 (第 三 排 ); 组 蛋白 H3 
(最 下 面 一 排 );。 最 后 一 排 以 H3 抗体 为 探 针 ， 作 为 
阳性 对 照 以 确认 每 一 泳 道中 均 含 有 组 蛋白 H3。 突 
变 株 未 表现 出 对 组 蛋白 H3 的 Lys4 或 Lys79 甲 基 
化 的 支持 ， 但 确实 支持 Lys36 的 甲 基 化 。 星 号 代表 
除去 Lys4 甲 基 化 位 点 的 H3 的 蛋白 水 解 产物 。 
(Source: Reprinted with permission from Nature 
418; from Briggs et al., fig.1, p.498 © 2001 
Macmillan Magazines Limited. ) 


小 结 组 蛋白 H3 N 端 尾部 的 Lys9 甲 基 化 吸引 
蛋白 质 HP1， 随 后 HPI 召集 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 〈 假 
设 可 能 使 邻近 核 小 体 上 的 Lys9 甲 基 化 )， 从 而 扩展 
被 抑制 的 异 染 色 质 化 的 状态 。 核 心 组 蛋白 中 其 他 赖 
氨 酸 和 精 氨 酸 侧 链 的 甲 基 化 有 掉 制 或 激活 双重 效应 ， 
这 些 申 基 化 作用 与 其 他 组 蛋白 修饰 方式 ， 包 括 乙酰 
化 、 磷 酸化 、 泛 素 化 等 同时 发 生 在 特定 的 核 小 体 上 。 
原则 上 说 ， 每 种 特定 的 修饰 组 合 能 给 细胞 传递 不 同 
的 转录 抑制 或 激活 的 信息 。 一 定 的 组 蛋白 修饰 对 其 
他 邻近 的 修饰 方式 也 产生 影响 。 
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E 13.38 组 蛋白 H3 N 端 尾部 不 同 修饰 的 相互 作 
用 模型 。 图 中 所 示 尾 部 上 方 的 修饰 起 激活 作用 ， 
包括 Ser10 磷酸 化 和 Lys14 乙酰 化 。 尾 部 下 方 的 修 
‘hi CLys9 甲 基 化 ) 起 抑制 作用 。Ser10 磷酸 化 促进 
T Lysl4 乙酰 化 (箭头 )， 但 Lys9 甲 基 化 抑制 了 
Serl10 磷酸 化 (阻止 符 )。 再 者 ，Ser10 磷酸 化 可 能 
还 包括 Lys14 乙酰 化 ， 共 同 抑制 了 Lys9 甲 基 化 。 


核 小 体 与 转录 的 延伸 


我 们 知道 当 激 活 因 子 和 通用 转录 因子 与 其 相应 
的 DNA 位 点 结合 时 ， 基 因 的 调控 区 无 核 小 体 ， 或 
至 少 核 小 体 是 被 挤 在 一 边 的 。 但 是 RNA 聚合 酶 如 
何 处 理 结合 在 基因 转录 区 域 的 核 小 体 呢 ? 

一 个 重要 的 因子 是 FACT 蛋白 [促进 染色 质 转 
录 (facilitate chromatin transcription)]。 在 体外 ， 
FACT 可 促进 RNA 聚合 酶 II 穿越 核 小 体 的 转录 延 
伸 。 人 类 FACT 由 两 条 多 肽 组 成 ， 一 条 是 醉 母 
Spt16 蛋白 的 同 源 物 ， 另 一 条 是 类 HMG-1 蛋白 SS- 
RP1。FACT 与 组 蛋白 H2A 和 H2B 有 很 强 的 相互 
作用 ， 由 此 提出 假设 认为 FACT 可 以 将 这 两 个 组 蛋 
白 从 核 小 体 移 开 ， 或 至 少 暂时 移 开 ， 从 而 使 核 小 体 
不 稳定 以 便 RNA BREET LA GN. 

有 几 个 证 据 支 持 这 一 假设 。 首 先 ， 将 H2A 和 
H2B 交 联 到 核 小 体 上 无 法 离开 ， 可 阻 断 FACT 的 作 
用 ; 第 二 ， 酵 母 编码 组 蛋白 H4 的 基因 突变 ， 可 改 
变 组 蛋白 -组 蛋白 相互 作用 的 方式 ， 产 生 与 FACT 的 
Spt6 亚 基 编 码 基因 突变 相同 的 表 型 。 最 后 ， 活 路 转 
录 的 染色 质 缺 乏 组 蛋白 H2A 和 H2B。 

2003 年 ，Danny Reinberg 及 同事 提供 了 FACT 
促进 RNA RABE 了 [转录 的 直接 证 据 ， 即 从 核 小 体 
上 至 少 移 开 一 个 H2A-H2B 二 聚 体 。 他 们 也 发 现 
FACT 具有 组 蛋白 分 子 伴 但 《histone chaperone) 活 
性 ， 可 以 将 组 蛋白 送 回 染 色 质 ， 在 转录 机 构 通过 后 
重建 核 小 体 。 

首先 ,研究 人 员 利 用 免疫 共 沉 淀 实验 显示 
FACT 的 Spt16 亚 基 结 合 到 H2A-H2B 二 聚 体 上 ， 
SSRP1 亚 基 结 合 到 H3-H4 四 聚 体 上 。Spt16 亚 基 具 
有 强酸 性 C 端 ，Spt16 亚 基 缺失 C 端的 重组 FACT 
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(FACTA) 既 不 能 与 核 小 体 组 蛋白 相互 作用 ， 也 不 
能 促进 转录 穿 过 染色 质 。 

其 次 ， 用 两 种 不 同 的 荧光 标签 标记 H2A-H2B 
二 聚 体 和 H3-H4 二 聚 体 。 在 FACT R FACTA 处 理 
之 后 ， 用 含有 350mmol/L KCl 的 缓冲 液 洗 活 ， 然 后 
进行 SDS- PAGE， 测 定 二 保 体 /四 聚 体 比值 ， 荧 光 成 
像 检测 核 小 体 上 两 种 二 集体 的 丢失 情况 GRE BUR 
仪 可 定量 地 测定 凝 胶 中 条 带 的 荧光 强度 )。 图 13. 39 
显示 FACT 可 引起 处 理 过 的 核 小 体 中 50% 的 H2A- 
H2B 二 聚 体 丢失 ， 而 FACTA 所 引起 的 二 聚 体委 失 
不 少 于 单独 用 缓冲 液 洗涤 所 引起 的 委 失 〈 约 20%). 
因此 ， 看 来 FACT 可 减弱 H2A-H2B Rikt H3- 
HA 二 聚 体 之 间 的 结合 ， 这 种 影响 依赖 于 Spt16 亚 基 
的 C 端 。 
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图 13.39 FACT 促进 核 小 体 上 H2A-H2B 二 聚 体 的 
丢失 。Reinberg 及 同事 用 两 种 不 同 的 荧光 标签 标记 
了 H2A-H2B 二 聚 体 和 H3-H4 四 聚 体 ， 加 入 FACT 
或 FACTA 培养 1h， 洗 涤 核 小 体 除去 松散 结合 的 组 
蛋白 。 然 后 通过 SDS-PAGE, WEEER 
EEA IM AMA EBSA RA MERE, BOI 
标签 在 SDS-PAGE 胶 上 用 荧光 成 像 仪 定量 测定 。 
(Source: Adapted from Belotserkovskaya，et al. ， 
Science 301, 2003, f.3, p. 1092.) 


Reinberg 及 同事 也 证 明 FACT 可 促进 转录 穿越 
核 小 体 ， 并 且 转 录 模板 含有 六 聚 体 hexasome) ， 这 
是 一 种 缺乏 H2A-H2B 二 聚 体 的 核 小 体 。 为 实施 这 
一 实验 ， 他 们 以 位 于 转录 起 点 下 游 的 单 核 小 体 为 模 
板 ， 将 转录 复合 物 组 装 到 模板 上 ， 通 过 RNA 聚合 
酶 I 上 的 标签 把 复合 物 连接 到 珠子 上 。 然 后 在 有 
FACT ak FACTA 情况 下 以 标记 的 核 苷 酸 进行 转录 。 
电泳 检测 转录 物 时 ， 他 们 发 现 FACT， 可 促进 转录 
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通过 核 小 体形 成 全 长 的 截断 转录 物 ， 而 FACTA 却 
不 能 ， 即 无 FACT 或 有 FACTA 的 转录 产生 若干 转 
RDP ES AMAA RAI DNA 区 ， 而 有 FACT 
的 转录 可 减少 这 种 停滞 ， 产 生 更 高 比例 的 全 长 转 
RD. 

该 实验 也 能 研究 模板 和 全 长 截断 转录 物 从 RNA 
聚合 酶 上 的 释放 。 他 们 在 转录 前 标记 了 DNA， 然 后 
电泳 检测 释放 的 模板 ， 模 板 应 该 是 完全 转录 的 。 结 
果 表 明 ， 有 FACT 的 转录 ， 模 板 含有 六 聚 体 ， 而 有 
FACTA 的 转录 没有 六 聚 体 。 将 H2A 和 H2B 回 加 到 
六 聚 体 中 ， 可 使 它们 转换 成 完整 大 小 的 核 小 体 ， 表 
明 六 聚 体 确实 是 缺失 了 H2A-H2B 二 聚 体 的 核 小 体 。 
因此 ，FACT 至 少 是 部 分 地 将 核 小 体 结构 松弛 到 足 
够 的 程度 ， 至 少 允 许 丢失 一 个 H2A-H2B ZR kk 
促进 转录 通过 核 小 体 。 

FACT 仅 使 核 小 体 解 聚 ， 它 还 可 将 组 蛋白 放 回 
DNA 重建 核 小 体 。Reinberg 及 同事 用 两 个 实验 证 明 
T FACT 的 这 种 组 蛋白 分 子 伴 个 作用。 首先 ， 将 核 
心 组 蛋白 与 标记 的 DNA 及 无 FACT、FACT、 
FACTA 分别 混 合 ， 电 泳 检测 产 物 。 结 果 表 明 ， 无 
FACT 的 转录 混合 物 形成 结 块 ， 不 能 进入 电 泳 胶 ， 
而 有 FACT 的 转录 可 形成 电泳 行为 良好 的 DNA- 组 
蛋白 复合 物 。 正 如 预测 的 一 样 ，FACTA 不 形成 
DNA- 组 蛋白 复合 物 。 在 第 二 个 实验 中 ， 他 们 用 两 种 
不 同 的 荧光 标签 标记 H2A-H2B 二 聚 体 和 H3-H4 四 
聚 体 ， 然 后 用 荧光 成 像 仪 在 电泳 凝 胶 上 观察 组 蛋白 - 
DNA 复合 物 是 否 含有 与 两 组 组 蛋白 结合 的 荧光 标 
E. MR, FACT 具有 组 蛋白 分 子 伴侣 活性 。 他 们 
也 发 现 两 个 单独 的 FACT 亚 基 都 没有 这 一 活性 。 

如 果 在 转录 延伸 过 程 中 FACT 确实 起 到 染色 
质 重建 者 的 作用 ， 就 应 该 在 有 RNA 聚合 酶 的 染 
色 质 上 发 现 FACT。Reinberg 和 John 及 同事 利用 
果 蝇 热 激 基因 hsp70 为 实验 体系 ， 证 明了 这 种 行 
为 。 首先， 他 们 分 离 了 热 激 前 后 20min 的 果 蜗 多 
线 染 色 体 (polytene) ， 与 荧光 标记 的 直接 抗 RNA 
RER IA Spt16 的 抗体 染色 。 结 果 表 明 热 激 之 
后 ， 两 个 抗体 共同 定位 在 跨 两 个 hsp70 位 点 的 染 
色 体 结 块 上 。 

如 果 FACT 确实 与 RNA 聚合 酶 II 相伴 ， 在 转 
录 进程 中 重 构 染色 质 ， 那 么 FACT 应 该 像 聚合 酶 I 
那样 快速 地 被 召集 到 热 激 基因 上 ， 应 该 在 转录 发 生 
后 立刻 在 结合 转录 因子 -启动 子 的 下 游 发 现 。 为 了 检 
验 这 个 假设 ，Reinberg 和 Lis 及 同事 查看 了 染色 质 
与 抗 FACT 两 个 亚 基 的 抗体 和 抗 HSF (结合 到 
hsp70 基因 上 游 调控 区 的 激活 因子 》 抗体 染色 的 
结果 。 

图 13. 40 显示 ， 热 激 2. 5min 之 后 , 像 HSF 一 


FF, FACT 的 两 个 亚 基 就 与 hsp70 HAT. 但 是 
FACT 的 两 个 亚 基 都 明显 局 限 在 比 HSF 更 远 的 下 
游 。 通 过 比较 SSRP1 或 Spt16 染 出 的 红色 与 HSF Be 
出 的 绿色 ， 可 以 看 出 这 种 差异 。 分 开 时 很 难看 出 ， 
但 是 将 两 个 图 像 到 加 时 ,就 可 看 出 红色 的 前 缘 
(FACT 荧光 ) ER AM FH, 黄色 是 红色 
(FACT) 和 绿色 (HS) 荧光 的 重合 。 这 一 效果 在 
热 激 10min 后 也 出 现 了 ， 尤 其 是 SSRP1。 


图 13.40 FACT 被 迅速 地 召集 到 被 转录 的 基因 上 ， 
定位 于 结合 了 启动 子 的 激活 因子 的 下 游 。Reinberg 
和 Lis 及 同事 用 荧光 抗体 进行 果 蜗 染色 体 染 色 ， 细 
胞 分 别 是 未 处 理 ， 热 激 2. 5min、10min， 如 图 的 左 
边 所 示 。 所 用 抗体 在 每 个 染色 的 染色 体 旁 边 标 出 ， 
与 荧光 抗体 的 颜色 相同 。 对 HSF 和 Spt16 的 专 一 性 
抗体 发 绿色 荧光 ， 对 SSRP1 和 Spt16 的 专 性 抗体 发 
红色 荧光 。 将 这 两 种 图 像 合 并 ， 检 测 其 重生 情况 。 
有 重 共 时 显 黄色 ， 重 准 不 完全 时 ， 在 黄色 的 右边 
(下 游 ) 会 出 现 一 些 红色 荧光 ， 这 种 情况 在 热 激 
10min 后 的 HSF 和 SSRP1 友 加 时 尤其 明显 (左下 
AD. REREH Hoechst 染料 染色 ， 使 染色 体 呈 现 
紫色 (每 个 图 的 下 面 )。 (Source: Reprinted with 
permission from Science, Vol. 301. Abbie Saunders, 
Janis Werner, Erik D. Andrulis, Takahiro Nakaya- 
ma, Susumu Hirose, Danny Reinberg, and John 
T. Lis. “Tracking FACT and the RNA Polymerase 
TI Elongation Complex Through Chromatin in Vivo,” 
Fig. 2, p. 1095. Copyright 2003. AAAS. ) 


相 比 之 下 ， 当 另 一 个 推测 的 染色 质 重建 物 Spt6 


用 绿色 荧光 标签 染色 时 ， 它 的 位 置 和 FACT 完全 一 
致 ( 见 第 3 个 图 ， 热 激 5min 或 10min 的 黄色 条 带 ) 。 
这 一 结果 表明 ，Spt6 和 FACT 都 与 RNA RAN II 
一 起 移动 ， 处 于 帮助 重建 染色 质 促进 转录 的 位 置 。 


小 结 FACT 是 转录 延伸 促进 物 ， 由 两 个 亚 
基 Sptl6 和 SSRP1 组 成 。Spt16 结合 H2A-H2B 二 
Fé, mi SSRP1 结合 H3-H4 PORE. FACT 通过 
推动 核 小 体 上 至 少 一 个 H2A-H2B 二 聚 体 的 丢失 而 
促进 转录 通过 核 小 体 。FACT 也 具有 组 蛋白 分 子 
伴侣 作用 ， 可 将 H2A-H2B 二 聚 体 再 加 回 失 去 该 二 
WA RAMA. FACT 的 Spt16 亚 基 具有 酸性 C 
端 ， 对 核 小 体 的 这 两 种 重 构 活性 都 很 重要 。 


总 结 


真 核 生物 DNA 与 叫做 组 蛋白 的 碱 性 蛋白 质 分 
子 结合 ， 形 成 核 小 体 结构 。 核 小 体 包含 4 对 核心 组 
蛋白 (H2A、H2B、H3、H4)， 它 们 构成 栅 形 盘 状 
结构 ， 周 围 包 右 着 约 147bp 的 DNA 片段 。 组 蛋白 
HI 比 核心 组 蛋白 更 容易 从 染色 质 上 去 除 ， 因 而 不 
是 核心 核 小 体 的 组 成 部 分 。 

染色 质 折合 的 二 级 结构 是 30nm 纤 丝 。 关 于 这 
种 纤 丝 结构 的 线索 来 自 四 聚 核 小 体 的 晶体 结构 ， 是 
由 双 操 核 小 体 组 成 ， 两 氛 之 间 有 Z 字形 的 连接 体 
DNA。 这 种 排列 与 螺 线 管 模型 以 及 多 数 其 他 关于 
30nm 纤 丝 的 模型 都 不 同 ， 但 与 交叉 连接 体 双 起 始 螺 
旋 一 致 ， 即 两 操 核 小 体 在 左手 双 螺 旋 中 可 以 相互 
缠绕 。 

染色 质 压缩 的 三 级 结构 涉及 真 核 细 胞 染色 质 的 
放射 型 环 状 结构 的 形成 。30nm 纤 丝 进行 某 种 形式 的 
向 回 折 肥 或 螺旋 而 形成 50nm 纤 丝 。 然 后 ，50nm 纤 
丝 形成 35 一 85kb 长 的 环 状 结构 ， 锚 定 在 染色 体 的 中 
央 基 质 上 。 

SERN TSH SS rRNA 基因 的 两 个 家 族 分 别 是 卵 母 
细胞 基因 和 体 细胞 基因 。 前 者 仅 在 卵 母 细胞 中 表达 ， 
后 者 在 卵 母 细 胞 和 体 细胞 中 均 可 表达 。 造 成 这 种 差 
异 的 主要 原因 在 于 体 细胞 基因 与 转录 因子 形成 更 为 
稳定 的 复合 物 。 转 录 因 子 通过 阻止 核 小 体 与 体 细胞 
基因 内 部 调控 区 形成 稳定 复合 物 而 使 基因 保持 活性 。 
形成 稳定 的 抑制 复合 物 需要 组 蛋白 Hl 的 参与 , 一 
旦 此 类 复合 物 形 成 ， 转 录 因 子 就 被 排除 在 外 ， 从 而 
抑制 基因 活性 。 

核心 组 蛋白 (H2A, H2B, H3, H4) 能 在 裸 
DNA 上 组 装 成 核 小 体 核心 颗粒 。 当 重建 染色 质 达到 
每 200bp DNA 一 个 核 小 体 核心 颗粒 的 密度 时 ，75% 
的 开 类 基因 的 转录 将 被 抑制 (相对 于 裸 DNA)。 剩 
余 25%% 的 转录 活性 是 由 启动 子 区 未 被 核 小 体 核心 颗 
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粒 覆盖 所 引起 的 。 组 蛋白 Hl 能 在 核心 核 小 体 的 基 
础 上 更 进一步 的 抑制 模板 活性 ， 这 种 抑制 作用 能 被 
转录 因子 阻止 。 有 一 些 转录 因子 ， 如 SDI 和 GALA, 
既是 阻 过 物 〈 阻 止 由 组 蛋白 H1 引起 的 抑制 作用 )， 
又 是 转录 激活 因子 。 其 他 的 仅仅 是 阻 吏 物 ， 如 GA- 
GA 因子 ， 推 测 这 些 阻 过 物 与 组 蛋白 H1 在 DNA 模 
板 上 的 同一 位 点 存在 竞争 关系 。 

WREKSA DNase 超 敏感 调控 区 。 这 种 超 敏 
感性 至 少 部 分 是 因为 核 小 体 的 缺乏 产生 的 。 

在 细胞 质 和 细胞 核 中 均 可 发 生 组 蛋白 乙酰 化 。 
在 细胞 质 的 乙酰 化 由 HAT B 执行 ， 并 为 核 小 体 的 
装配 准备 组 蛋白 ， 这 些 乙 酰基 团 随 后 在 细胞 核 中 被 
除去 。 在 核 内 的 乙酰 化 由 HAT A 催化 ， 并 与 转录 
激活 有 关 。 许 多 辅 激活 因子 有 HAT A 活性 ， 能 够 
松弛 核 小 体 与 基因 调控 区 的 结合 。 核 心 组 蛋白 尾部 
的 乙酰 化 也 吸引 省 基 区 蛋白 如 TAFn250， 该 蛋白 质 
对 转录 至 关 重 要 。 

转录 抑制 剂 如 无 配 体 核 受 体 和 Mad-Max 结合 到 
DNA 位 点 上 ， 并 与 NCoR/SMRT、SIN3 4% $i B$ 
物 相 互 作用 ， 然 后 与 组 蛋白 脱 酰 酶 (如 HDAC, 和 
HDAC:) 结合 。 这 种 三 元 蛋白 复合 物 的 装配 使 组 蛋 
白 脱 酰 酶 更 接近 邻近 的 核 小 体 。 核 心 组 蛋白 的 去 乙 
酰 化 使 组 蛋白 的 碱 性 尾 紧密 结合 到 附近 核 小 体 的 
DNA 和 组 蛋白 上 ， 稳 定 核 小 体 ， 抑 制 转录 。 

许多 真 核 基因 的 激活 需要 染色 质 重建 。 几 种 不 
同 的 蛋白 质 复合 物 执行 这 一 重建 任务 ， 它 们 都 有 
ATPase 活性， 可 以 控制 ATP 水 解 ， 为 染色 质 重建 
提供 能 最 。 依 据 ATPase 组 分 的 不 同 可 区 分 重建 复 
合 物 。 其 中 两 个 研究 最 清楚 的 复合 物 是 SWI/SNF 
和 JISW1。 哺乳 动物 的 SWI/SNF 复合 物 以 BRG1 为 
J ATPase, 还 有 9 一 12 个 BRG1- 相 关 因 子 (BAF), 
其 中 一 个 高 度 保守 的 BAF 叫做 BAF155 或 BAF170, 
它 具 有 负责 组 蛋白 结合 的 SANT 结构 域 ， 可 帮助 
SWI/SNF 结合 到 核 小 体 上 。 重 建 复合 物 的 ISWI 家 
族 具 有 SANT 结构 域 和 另 一 个 叫做 SLIDE 的 结构 
W, SLIDE 结构 域 可 能 参与 DNA 结合 。 

对 染色 质 重建 机 制 的 细节 还 不 清楚 ， 但 确实 涉 
及 核 小 体 的 移动 ， 伴 随 DNA 与 核心 组 蛋白 间 连 接 
的 松弛 。 与 核 小 体 中 非 催 化 DNA 的 暴露 ， 或 核 小 
体 沿 一 段 DNA 简单 滑行 不 同 ， 被 催化 核 小 体 的 重 
建 涉 及 与 核心 组 蛋白 对 应 的 核 小 体 DNA 不 同 构象 
的 形成 。 

ChIP 分 析 可 以 揭示 在 激活 期 间 与 基因 结合 的 蛋 
白质 因子 的 顺序 。 醇 母 HO 基因 活化 时 ， 首 先 结合 
的 是 Swi5， 接 着 是 SWI/SNF 和 SAGA, BHAA 
HAT Gen5p， 然 后 是 通用 转录 因子 和 其 他 蛋白 质 。 
因此 ， 染 色 质 重建 位 于 该 基因 激活 的 第 一 步 ， 但 是 
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不 同 基因 的 蛋白 质 结合 顺序 也 不 尽 相 同 。 

在 特定 核 小 体 中 ， 核 心 组 蛋白 的 修饰 方式 组 成 
了 组 蛋白 密码 。 组 蛋白 密码 能 决定 核 小 体 里 发 生 什 
么 事件 。IFN-8B 增 强 体 的 激活 因子 能 召集 一 种 组 蛋 
白 乙酰 转移 酶 ， 该 酶 使 启动 子 处 的 核 小 体 中 组 蛋白 
H3, H4 的 一 些 赖 气 酸 乙 酰 化 。 一 种 蛋白 激酶 也 能 
使 同一 核 小 体 的 组 蛋白 H3 的 一 个 丝氨酸 磷酸 化 ， 
由 此 允许 组 蛋白 H3 的 另 一 个 赖 氨 酸 乙酰 化 ， 完 成 
组 蛋白 编码 。 组 蛋白 H4 的 一 个 赖 氨 酸 被 乙酰 化 后 ， 
接着 召集 SWISNF 复合 物 ， 重 构 核 小 体 。 然 后 
TFID 与 组 蛋白 H3 上 的 两 个 乙酰 化 赖 氨 酸 结合 。 
TFIID 的 结合 使 DNA 弯曲 ， 将 重 构 的 核 小 体 移 开 ， 
为 起 始 转录 开通 道路 。 

常 染 色 质 相对 伸展 ， 具 有 潜在 活性 。 而 异 染色 
质 处 于 凝 缩 状 态 ， 没 有 遗传 学 活性 。 异 染色 质 能 使 
3kb 以 内 的 基因 发 生 沉默 。 酵 母 染色 体 末端 〈 端 粒 ) 
蜡染 色 质 的 形成 依赖 于 蛋白 RAPI 对 端 粒 DNA 的 
结合 ， 随 后 依次 召集 蛋白 SIR3、SIR4、SIR2。 染 色 
体 其 他 位 置 上 的 异 染色 质 形成 也 依赖 蛋白 SIR。 
SIR3 和 SIR4 也 直接 与 核 小 体 组 蛋白 H3、H4 相互 
作用 。 核 小 体 组 蛋白 H4 的 Lys16 乙酰 化 阻止 其 与 
SIR3 的 相互 作用 ， 因 而 抑制 异 染色 质 形成 。 这 是 组 
蛋白 乙酰 化 促进 基因 活性 的 另 一 种 方式 。 

组 蛋白 H3 N 端 尾 的 Lys9 甲 基 化 吸引 蛋白 质 
HP1， 随 后 HP] 召集 组 蛋白 甲 基 转移 酶 〈 可 能 使 邻 
近 核 小 体 上 的 Lys9 甲 基 化 )， 从 而 扩展 被 抑制 及 异 
染色 质 化 的 状态 。 核 心 组 蛋白 中 其 他 赖 氨 酸 和 精 氨 
酸 侧 链 的 甲 基 化 有 抑制 或 激活 双重 效应 ， 这 些 甲 基 
化 与 其 他 组 蛋白 修饰 方式 ， 包 括 乙 酰 化 、 磷 酸化 、 
证 素 化 等 同时 发 生 在 特定 核 小 体 上 。 一般 情 况 下 ， 
每 种 符 定 的 修饰 组 合 能 将 不 同 的 转录 抑制 或 激活 信 
息 传递 给 细胞 。 特 定 的 组 蛋白 修饰 对 其 他 或 邻近 的 
修饰 方式 也 会 产生 影响 。 

FACT 是 转录 延伸 促进 物 ， 由 两 个 亚 基 Spt16 
和 SSRP1 组 成 。Spt16 结合 H2A-H2B IRA, 而 
SSRP1 结合 H3-H4 DUR, FACT 通过 使 核 小 体 上 
至 少 一 个 H2A-H2B 二 聚 体 的 丢失 而 促进 转录 穿越 
核 小 体 。FACT 还 具有 组 蛋白 分 子 伴侣 作用 ， 可 将 
H2A-H2B 二 聚 体 再 加 回 失去 该 二 聚 体 的 核 小 体 。 
FACT 的 Spt16 亚 基 具 有 酸性 C 端 ， 该 末端 对 核 小 
体 的 这 两 种 重 构 活性 都 很 重要 。 


复习 题 


1. 依照 下 列 要 求 图 示 核 小 体 ， (a) 无 DNA 分 
子 的 核 小 体 组 蛋白 ， 显 示 所 有 组 蛋白 的 大 概 位 置 ， 
(b) 在 另 一 图 中 显示 组 蛋白 上 DNA 缠绕 的 路 径 。 

2. 用 电镜 证 据说 明 DNA 分 子 在 核 小 体 中 被 压 


缩 为 原先 的 1/7 一 1/6。 

3. 用 电镜 证 据说 明 在 高 离子 强度 下 ， 染 色 质 浓 
缩 形成 30nm 纤 丝 。 

4. 绘制 由 X 射线 晶体 学 揭示 的 四 聚 核 小 体 的 
结构 。 
5. 四 聚 核 小 体 结构 提示 30nm 纤 丝 具 有 怎样 的 
结构 ? 

6. 绘图 阐明 30nm 纤 丝 之 后 的 下 一 级 染色 质 折 
鸽 结构 。 引 用 生化 和 显微镜 证 据 支持 该 模型 。 

7. 绘图 盖 明 转录 因子 和 组 蛋白 H 在 重建 染色 
质 的 5S rRNA 基因 转录 中 的 竞争 效应 。 

8. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 组 蛋白 Hl 和 激 
活 因子 GAL4-VP16 在 重建 染色 质 的 腺 病毒 E4 基因 
转录 的 中 的 竞争 效应 。 

9. 给 出 两 个 模型 说 明 转录 激活 因子 的 抗 阻 搞 作 
用 。 其 中 一 个 的 基因 调控 区 无 核 小 体 ， 另 一 个 则 与 
核 小 体 结合 。 

10. 投 述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 在 活 获 的 SV40 
染色 质 中 ， 无 核 小 体 区 位 于 病毒 晚期 基因 的 调控 区 。 

11. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 在 SV40 染色 质 
中 的 DNase 超 敏感 区 位 于 病毒 晚期 基因 的 调控 区 。 

12. 图 示 并 描述 一 种 检测 DNase 超 敏 感 区 的 常 
HER. 

13. 描述 并 给 出 活性 胶 测 定 实验 结果 ， 显 示 
HAT 活性 的 存在 。 

14. 给 出 模型 ， 说 明 在 转录 抑制 中 涉及 辅助 抑 
制 物 和 组 蛋白 去 乙酰 基 酶 。 

15. 描述 并 给 出 抗原 表 位 标签 实验 结果 ， 并 显 
示 下 列 3 种 蛋白 质 的 互 作 : 抑制 物 Madl 、 辅 助 抑制 
物 SIN3A、 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 HDAC2。 

16. 给 出 模型 ， 说 明 同一 种 蛋白 质 在 配 体 存在 
与 否 条 件 下 对 应 的 激活 和 抑制 作用 。 

17. 给 出 模型 ， 说 明 未 催化 核 小 体 DNA 暴露 和 
催化 核 小 体 的 重建 。 给 出 这 一 催化 模型 的 证 据 。 


18. 描述 如 何 利用 染色 质 免疫 沉淀 法 检测 细胞 
周期 不 同时 点 上 与 特定 基因 结合 的 蛋白 质 。 

19. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 使 用 染色 质 免 
疫 沉淀 技术 发 现 IFN-B 启动 子 结合 的 核 小 体 中 ， 核 
心 组 蛋白 特殊 位 点 的 乙酰 化 和 磷酸 化 时 间 进程 。 

20. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 检 测 IFN-B 启动 子 
结合 的 野生 型 或 突变 型 组 蛋白 对 SWI/SNF 和 TFIID 
的 召集 。 

21. 给 出 模型 ， 描 述 在 IFN-R 启动 子 上 组 蛋白 
密码 的 建立 和 解读 。 

22. 给 出 模型 ， 解 释 为 什么 组 蛋白 H4 的 Lys16 
对 基因 沉默 很 关键 ? 有 什么 证 据 支 持 这 一 假说 ? 

23. 给 出 模型 ， 描 述 组 蛋白 甲 基 化 促进 染色 质 
的 抑制 作用 。 

24. 给 出 模型 ， 显 示 组 蛋白 H3 N 端 尾 部 的 
Lys9、Lys14 及 Serl0 的 修饰 之 间 的 相互 作用 。 同 
时 显示 激活 和 抑制 相互 作用 。 

25. 给 出 证 据 ， 证 明 FACT 引起 核 小 体 上 H2A- 
H2B 二 聚 体 的 委 失 ， 并 且 这 种 活性 依赖 于 FACT 的 
Spt16 亚 基 的 C 端 。 


分 析 题 


1. 如 果 J6 细胞 的 球 蛋白 基因 位 点 具有 与 HEL 
细胞 一 样 的 DNase 超 敏 感 位 点 ， 按 图 13. 22d 所 示 ， 
约 多 大 的 片段 能 被 检测 到 ? 哪些 超 敏 感 位 点 不 能 被 
检测 到 ? 

2. 解释 为 什么 利用 微 球菌 核酸 酶 对 真 核 染色 质 
短 时 间 消化 时 ， 会 产生 200bp 大 小 的 DNA HBL, 而 
较 长 时 间 消 化 却 产生 147bp 的 片段 。 

3. 核心 组 蛋白 的 氨基 酸 序列 在 动 植物 中 高 度 保 
守 ， 提 出 假说 解释 这 一 现象 。 
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第 14 章 mRNA 加 工 I; 剪接 


细胞 核 内 人 类 前 体 mRNA 剪接 因子 的 电子 显微镜 图 像 (X14 500)。@ Dr. Darid Spector/Peter Arnold, Inc. 


细菌 基因 的 表达 可 简要 总 结 如 下 ， 首先 ，RNA 
聚合 酶 转录 操纵 子 中 的 一 个 或 一 套 基因 ; 然后， 其 
至 转录 仍 在 进行 时 ， 核 糖 体 就 结合 到 mRNA 分 子 上 
进行 蛋白 质 的 翻译 。 我 们 在 第 6 一 8 章 已 经 学 习 了 该 
过 程 中 的 转录 部 分 ， 并 且 看 上 去 十 分 复杂 。 然 而 ， 
真 核 生物 的 转录 过 程 就 更 为 复杂 了 。 在 第 13 章 我 们 
已 经 讨论 过 染色 质 的 复杂 结构 ， 但 其 复杂 性 不 仅仅 
局 限于 此 。 

真 核 生物 的 转录 和 翻译 在 细胞 中 所 发 生 的 部 位 
不 同 。 转 录 发 生 在 细胞 核 内 ， 而 翻译 在 细胞 质 中 进 
行 。 这 意味 着 转录 和 翻译 不 可 能 像 细菌 那样 同时 发 
生 。 转 录 完成 后 ,转录 物 由 细胞 核 转运 到 细胞 质 ， 
翻译 才能 进行 。 转 录 与 翻译 在 时 间 上 存在 一 定 的 间 
隔 ， 因 此 把 翻译 称 为 转录 后 阶段 (posttranscription- 
al phase), 

在 本 章 我 们 会 了 解 到 ， 与 典型 的 细菌 基因 相 比 ， 
大 多 数 真 核 生物 基因 的 编码 区 被 非 编码 DNA 所 隔 
Wie RNA 聚合 酶 不 能 区 分 基因 的 编码 区 和 非 编 码 
区 ， 它 会 转录 基因 的 全 部 序列 。 因 此 ， 细 胞 必须 通 
过 剪接 过 程 ， 将 初级 转录 物 中 非 编 码 RNA 去 除 。 
真 核 生物 还 会 在 其 mRNA 的 5' 端 和 3' 端 添加 特殊 结 
构 ， 即 5' 端 的 帽子 结构 、3' 端 由 AMP 串联 形成 的 
poly (A) 结构 。 这 些 mRNA 的 加 工事 件 均 在 细胞 
核 内 完成 ， 且 发 生 于 转录 结束 前 。 因 此 ， 将 这 些 加 
工事 件 称 之 为 共 转录 事件 (cotranscriptional event) 
更 为 准确 ， 而 不 应 称 之 为 转录 后 事件 (posttrans- 
criptional event) 。 为 避 锡 混淆， 我 们 将 剪接 、5' 端 
加 帽 、3 端 加 尾 通称 为 mRNA 加 工事 件 。 在 详细 学 
AT WE CAR). MAS RRL GB 15 章 ) 
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后 ， 在 第 15 章 结束 时 ， 再 进行 相关 论题 的 探讨 。 


14.1 断裂 基因 


如 果 我 们 用 一 个 句子 来 表达 人 类 B 球 蛋白 基因 
的 序列 ， 可 采用 以 下 表达 方式 。 

这 是 bhgty 人 类 B 球 蛋白 qutzptlrhn 基因 。 

很 显然 ， 基 因 内 由 斜体 英文 字母 构成 的 2 个 区 
域 (bhgty Ml qutzptlron) 没有 任何 意义 。 这 两 个 序 
列 与 其 两 侧 编码 人 类 f# 球 蛋白 的 基因 序列 完全 不 相 
干 。 有 了 时 将 这 些 序列 称 之 为 插入 序列 (intervening 
sequence) 或 IVS, 但 通常 遵循 Walter Gilbert 的 命 
名 ， 称 为 内 含 子 〈intron)。 同 理 ， 基 因 内 有 意义 的 
那些 区 域 被 称 为 编码 区 或 表达 区 ， 但 Gilbert 将 其 称 
为 外 显 子 〈exon)， 且 这 一 称谓 被 普遍 采用 。 但 有 些 
基因 特别 是 低 等 真 核 生 物 的 基因 根本 就 没有 内 含 子 
区 ， 而 有 些 基因 却 含 有 大 量 的 内 含 子 。 例 如 ， 编 码 
人 类 巨 肌 蛋白 的 titin 基因 是 迄今 发 现 的 含有 内 含 子 
最 多 (352 个 内 含 子 ) 的 基因 。 


有 关 断 裂 基因 的 证 据 


1977 4. Phillip Sharp 及 同事 首次 在 腺 病毒 的 
主要 晚期 基因 座 上 发 现 了 内 含 子 。 腺 病毒 的 主要 晚 
期 基因 座 上 的 基因 可 在 侵 染 的 后 期 进行 转录 ， 编 码 
结构 蛋白 如 病毒 衣 壳 蛋白 组 分 之 一 的 六 依 体 蛋白 
《hexon)。 有 证 据 表明 腺 病毒 的 主要 晚期 基因 座 上 的 
基因 是 断裂 基因 ,利用 R 环 (R-looping) 实验 技术 
可 以 很 容易 地 证 明 这 一 点 。 


在 R 环 实验 中 , 首先 使 RNA 分 子 与 其 模板 
DNA 单 链 分 子 杂交 ， 也 就 是 说 ， 先 将 DNA 模板 双 
链 分 开 ， 使 模板 链 与 RNA 链 进行 杂交 形成 RNA- 
DNA 双 链 杂 合 分 子 。 事 实 上 ， 在 实验 条 件 下 ， 这 种 
RNA-DNA 双 链 杂 合 分 子 比 双 链 DNA 分 子 更 为 稳 
定 。 然 后 用 电子 显微镜 观察 杂交 分 子 的 特征 。 开 展 
该 项 实验 的 基本 途径 有 两 条 : DENE DNA 解 旋 
的 长 度 仅 够 与 RNA 杂交 即 可 ; @ 在 杂交 之 前 , 使 
DNA 双 链 完全 解 离 。Sharp 及 同事 采用 的 是 后 一 种 
方法 ， 即 先 使 腺 病毒 的 DNA 双 链 分 子 解 旋 分 离 成 
单 链 ， 然 后 与 编码 腺 病毒 六 聚 体 蛋 白 的 成 熟 MRNA 
杂交 ,图 14. 1 给 出 了 实验 结果 (注意 不 要 因 exon 
和 hexon 写法 相似 而 将 这 两 个 术语 混淆 ， 它 们 之 间 
毫 不 相干 ) 。 

如 果 六 聚 体 蛋 白 基 因 没有 内 含 子 ， 则 mRNA 与 
FE DNA 模板 因 互补 配对 而 整齐 排列 ， 形 成 平滑 的 
线形 杂交 分 子 。 但 是 ， 如 果 六 聚 体 蛋 白 基 因 含有 内 
含 子 ， 其 情况 又 会 如 何 呢 ? 很 显然 ， 成 熟 的 mRNA 
分 子 没有 内 含 子 ， 否 则 内 含 子 编码 的 无 义 信息 就 会 
出 现在 蛋白 质 产物 中 。 也 就 是 说 ，DNA 上 的 内 含 子 
序列 在 成 熟 mRNA 分 子 上 缺失 。 这 就 意味 着 ， 当 六 
聚 体 蛋 白 基 因 的 DNA 分 子 与 其 mRNA 杂交 时 ， 不 
可 能 形成 平滑 的 线形 杂交 分 子 。 取而代之 的 是 ， 
DNA 的 内 含 子 序列 因 mRNA 上 无 与 之 互补 序列 而 
形成 环 ， 在 图 14. 1 所 示 的 实验 中 确实 有 环形 成 。 该 
环 由 DNA 序列 形成 ， 但 由 于 是 与 RNA 杂交 而 形成 
的 ， 因 此 称 为 R 环 。 

电子 显微镜 图 像 显示 ，RNA-DNA 杂交 分 子 被 
3 个 单 链 DNA 环 〈 在 图 14. 1 中 标注 为 A、B 和 C) 
所 间隔 ， 这 些 DNA 环 代表 heron 基因 的 内 含 子 。 每 
环 的 前 面 都 有 一 短 的 杂交 区 ， 而 最 后 一 个 环 的 后 面 
是 长 的 杂交 区 。 由 此 可 见 ， 该 基因 包含 4 个 外 显 子 ; 
位 于 基因 初始 区 域 附近 的 3 个 较 短 的 外 显 子 ， 其 后 
为 一 较 长 的 外 显 子 。3 个 短 外 显 子 转录 为 hexon 基 
因 mRNA 5 端的 前 导 区 ， 位 于 编码 区 之 前 。 而 长 外 
显 子 是 hezon 基因 的 编码 区 。 事 实 上 ， 腺 病毒 的 主 
要 晚期 基因 含有 不 同 的 编码 区 ， 但 所 有 都 具有 由 这 
3 个 短 外 显 子 编码 的 前 导 区 。 

发 现 病毒 基因 具有 内 含 子 这 一 惊人 事件 后 , 我 
们 想 知 道 ， 这 是 否 只 是 病毒 的 一 种 不 同 寻 常 现象 而 
已 ， 与 真 核 生物 细胞 的 生命 过 程 没有 关联 。 因 此 ， 
有 必要 确定 真 核 细胞 内 的 基因 是 否 也 具有 内 含 子 。 
Chambon 及 同事 以 鸡 卵 清 蛋 白 基 因为 研究 对 象 ， 进 
行 R 环 实验 分 析 以 确定 该 基因 是 否 具 有 内 含 子 。 研 
究 者 观察 到 6 个 因 不 能 与 mRNA 杂交 而 形成 大 小 不 
同 的 DNA 环 ， 说 明 鸡 卵 清 蛋白 基因 含有 7 个 外 显 子 
和 6 个 内 含 子 。 有 趣 的 是 ， 多 数 内 含 子 都 比 外 显 子 
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图 14.1 R 环 实验 揭示 腺 病毒 基因 存在 内 含 子 。 

(a) 包含 晚期 六 聚 体 蛋白 基因 5' 端 序列 的 腺 病 
毒 DNA 克隆 片段 与 成 熟 mRNA 杂交 的 电子 显 微 
图 像 。 环 代表 DNA 分 子 中 不 能 与 mRNA 杂交 的 
KEFFA. b) 电子 显 微 图 像 的 注释 简 图 。 显 
示 3 个 内 含 子 环 A、B、C)、 杂 交 区 域 (红色 粗 
线 ) 和 基因 上 游 未 参与 杂交 的 DNA 区 域 EE). 
右 下 方 的 又 形 结构 由 mRNA 未 杂交 的 3 端 序列 形 
成 ， 因 为 参与 杂交 的 DNA 分 子 不 包含 heron 基因 
的 3' 端 序列 。 因 此 mRNA 在 3' 端 形成 分 子 内 双 链 
结构 。(c) heron 基因 的 线性 排列 图 。 包含 3 个 较 
短 的 被 2 个 内 含 子 (A, B) 所 隔离 的 前 导 外 显 子 ， 
一 个 较 长 的 内 含 子 〈C) 将 前 导 区 与 编码 区 隔 开 。 
所 有 的 外 显 子 用 红色 方块 表示 。(Source: (a) Ber- 
get, M., Moore, and Sharp, Spliced Segments at 
the 3' terminus of adenovirus 2 Late mRNA pro- 
leedings of the National Academy of Sciences 
USA 74; 3173, 1977.) 


长 ， 内 含 子 在 数量 上 占 优 势 是 高 等 真 核 生 物 基 因 的 
显著 特征 ， 低 等 真 核 生物 〈 如 酵母 ) 基因 内 的 内 合 
子 序列 一 般 较 短 ， 且 数量 较 少 。 
到 目前 为 止 ， 我 们 只 讨论 了 mRNA 基因 的 内 含 
子 , 但 有 些 tRNA 基因 甚至 rRNA 基因 也 有 内 含 子 ， 
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但 与 mRNA 基因 的 内 含 子 相 比 ， 存 在 少许 差异 。 例 
如 ，tRNA 基因 的 内 含 子 相对 较 小 ， 长 度 范围 为 4 一 
50bp， 有 些 tRNA 基因 根本 就 没有 内 含 子 ， 而 有 内 
含 子 的 tRNA 基因 只 有 一 个 内 含 子 ， 与 编码 反 密 码 
子 的 DNA BRIE ARGS. 线粒体 和 叶绿体 内 的 基因 也 
有 内 含 子 。 事 实 上 ， 正 如 我 们 将 要 了 解 到 的 ， 这 些 
内 含 子 是 最 令 人 感 兴趣 的 DNA 序列 。 


小 结 ”在 高 等 真 核 生物 的 细胞 内 ， 大 多 数 编 
F mRNA, tRNA 以 及 少数 编码 rRNA 的 基因 其 
编码 区 被 一 些 称 为 内 含 子 的 不 相干 序列 所 分 割 。 
内 会 子 两 侧 的 序列 为 外 显 子 ， 最 终 会 在 出 现在 
RNA 产物 中 。 编 码 mRNA 的 基因 含有 0 一 362 个 
数目 不 等 的 内 含 子 ， 而 tRNA 基因 要 么 没有 内 合 
子 ， 要 么 只 有 1 个 内 含 子 。 


RNA 剪接 


现在 我 们 来 考虑 因 内 含 子 存 在 而 引发 的 问 
题 。 存 在 于 基因 中 的 内 含 子 并 没有 出 现在 成 熟 
mRNA 分 子 中 ， 内 含 子 的 信息 如 何 缺 失 于 基因 的 
BUA RNA 产物 ? 主要 有 两 种 可 能 : 一 种 是 内 含 
子 根本 就 没 被 转录 ，RNA 诊 合 酶 在 执行 转录 功能 
时 ， 以 某 种 方式 从 一 个 外 显 子 跳 到 另 一 个 外 显 
子 ， 忽 视 内 含 子 的 存在 ; 另 一 种 是 内 含 子 也 被 转 
录 ， 产 生 初 级 转录 物 ， 过 大 的 基因 产物 通过 加 工 
过 程 切除 内 含 子 。 看 起 来 是 一 种 浪费 的 过 程 ， 但 
第 二 种 可 能 是 正确 的 。 将 内 含 子 切除 、 外 显 子 拼 
接 形成 成 熟 RNA 的 过 程 ， 称 为 RNA BYE CRNA 
splicing) 。 图 14. 2 概述 了 剪接 的 过 程 ， 在 后 面 我 
们 会 发 现 该 图 太 过 简略 。 


转录 起 点 


KETI WA T2 


WA: 


外 显 子 1 外 显 子 2 


转录 


外 显 子 3 


内 含 子 1 内 含 子 2 


一 
外 显 子 1 外 显 子 2 外 显 子 3 
剪接 
| 


外 显 子 1 外 显 子 2 外 显 子 3 


图 14.2 RNA 剪接 的 要 点 。 基 因 中 的 内 含 子 与 外 
BF 〈 带 颜色 的 方块 ) 共同 被 转录 ， 形 成 初级 转 
录 物 ， 然 后 切除 内 含 子 、 拼 接 外 显 子 。 
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初级 转录 物 : 


成 熟 转录 物 : 


我 们 如 何 确 知 剪接 事件 的 发 生 ? 其 实 ， 早 在 内 
含 子 发 现 之 时 ， 就 有 间接 证 据 表明 剪接 事件 的 存在 。 
核 内 不 均一 RNA (hnRNA) (第 10 章 ) 的 发 现 为 
RNA 剪接 事件 提供 了 证 据 ， 这 类 定位 于 细胞 核 内 的 
较 大 RNA 分 子 被 认为 是 mRNA 前 体 。hnRNA 的 大 
AS (ie mRNA K) 和 定位 〈 细 胞 核 ) 与 未 经 剪接 的 
mRNA 前 体 完全 一 致 ， 而 且 ，hnRNA 很 快 会 转化 
为 比较 稳定 的 小 RNA， 这 暗示 hnRNA 仅仅 是 形成 
更 稳定 RNA 的 中 间 体 。 然 而 ,还 没有 直接 的 证 据 
表明 hnRNA 能 够 被 剪接 形成 mRNA, 

小 鼠 BREA mRNA 及 其 前 体 为 hnRNA 经 过 
剪接 形成 mRNA 提供 了 直接 证 据 。 作 为 hnRNA 的 
一 员 , 小 鼠 B 球 蛋白 基因 mRNA 前 体 只 存在 于 细胞 
核 内 ， 其 长 度 〈1500bp) 是 成 熟 mRNA 长 度 
(750bp) 的 2 倍 ， 且 很 快 就 转化 为 较 小 的 RNA 分 
子 。 此外， 小 鼠 红 细胞 可 合成 数量 众多 的 球 蛋 白 
( 占 细胞 蛋白 质 总 量 的 90%)， 因 此 该 细胞 含有 大 量 
的 e 球 蛋白 及 B 球 蛋白 mRNA， 甚 至 mRNA 前 体 
的 含量 也 十 分 丰富 ， 所 以 ， 进 行 mRNA 的 纯化 相对 
比较 容易 ， 使 开展 RNA 剪接 分 析 成 为 可 能 。 而 且 ， 
BB 球 蛋 白 前 体 的 大 小 与 包含 有 内 含 子 和 外 显 子 的 初 
级 转录 物 的 大 小 完全 一 致 。Charles Weissmann 和 
Philip Leder 及 同事 通过 R 环 验证 了 前 体 含有 内 含 子 
的 假说 。 

进行 R 环 实验 时 ， 分 别 用 球 蛋 白 的 成 熟 mRNA 
或 mRNA 前 体 与 克隆 的 球 蛋 白 基 因 进 行 杂交 ， 然 后 
观察 R 环 的 形成 情况 图 14. 3)。 我 们 能 够 预知 成 
名 mRNA 与 基因 的 杂交 结果 ， 因 为 成 熟 RNA 分 子 
无 内 含 子 序列 ， 因 此 ， 基 因 内 的 内 含 子 序列 就 会 形 
成 R 环 而 突显 出 来 。 此 外 ， 如 果 前 体 RNA 含有 全 
部 内 含 子 序列 , 在 与 基因 杂交 时 不 会 有 R 环形 成 ， 
实验 结果 也 确实 如 此 。 由 于 在 R 环 实验 中 使 用 的 是 
双 链 而 不 是 单 链 DNA， 杂 交 时 RNA 链 置 换 了 其 中 
的 一 条 链 而 与 另 一 条 DNA 链 杂 交 。 因 此 ， 对 图 
14. 3 中 的 结构 识别 起 来 可 能 较为 困难 。 前 体 RNA 
与 DNA 杂交 后 形成 平滑 的 杂交 分 子 ,无 R 环 的 形 

成 ; 而 成 熟 RNA 与 DNA 杂交 后 会 产生 R 环 ， 被 明 
显 的 双 链 DNA 环 所 间断 ， 该 DNA 环 对 应 于 基因 内 
的 一 个 大 内 含 子 。 在 本 实验 中 观察 不 到 小 的 内 含 子 。 
值得 注意 的 是 , “内 含 子 ” 一 词 也 可 用 于 表示 DNA 
和 RNA 分 子 内 的 插入 序列 。 

小 结 ” 真 核 生物 信使 RNA 的 合成 是 分 阶段 进 
行 的 。 第 一 阶段 是 合成 初级 转录 物 mRNA 前 体 ， 
即 含有 基因 内 含 子 的 拷贝 序列 ,这些 mRNA 前 体 
是 hnRNA 群体 中 的 一 部 分 。 第 二 阶段 是 mRNA 
的 成 熟 ， 切 除 内 含 子 的 剪接 过 程 是 mRNA 成 熟 事 
件 的 重要 组 成 部 分 ， 通 过 剪接 形成 成 熟 的 mRNA, 


内 含 子 


图 14.3 内 含 子 可 被 转录 。(a) 在 R 环 实验 中 ， 小 鼠 球 蛋 白 mRNA 前 体 与 B 球 蛋白 的 克隆 基因 杂交 形 
成 平滑 的 杂交 分 子 ， 说 明 内 含 子 存在 于 mRNA 前 体 中 。 (b) 用 成 熟 的 球 蛋 白 mRNA 进行 相同 的 R 环 
实验 时 ， 杂 交 分 子 出 现 了 由 基因 内 含 子 形成 的 环 ， 这 表明 成 熟 mRNA 没有 内 合子 。 本 实验 未 能 观察 到 
小 内 含 子 。 在 注释 图 中 ， 黑 点 线 表示 RNA， 红 线 表示 DNA, (Source: Ttilghman, S, P. J. Curtis, 
D.C. Tiemeier, P. Leder, and C. Weissmann, The intervening sequence of a mouse {globin gene is tran- 
scribed within the 15S -globin mRNA precursor. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 


75: 1312, 1979.) 


前 楼 信号 


mRNA 前 体 的 准确 剪接 是 十 分 重要 的 。 如 果 从 
mRNA 前 体 中 切除 的 RNA 片段 太 小 ， 那 么 成 熟 的 
RNA 分 子 就 会 被 无 义 区 域 所 间断 ;而 如 果 从 mRNA 
前 体 中 切除 的 RNA 片段 太 大 ， 那 么 成 熟 的 RNA 分 
子 就 会 丢失 一 些 重要 的 序列 。 

既然 准确 剪接 如 此 重要 ， 那么 ， 在 mRNA 前 体 
中 必定 存在 着 剪接 信号 ， 指 导 剪 接 体 准确 地 对 其 进 
行 “切割 和 连接 ”。 那 么 ， 这 些 剪接 信号 是 什么 ? 找 
出 剪接 信号 的 方法 之 一 就 是 分 析 众 多 不 同 基因 内 含 
子 边界 的 碱 基 序列 ， 找 出 所 有 基因 内 含 子 边 界 处 的 
共有 序列 。 从 理论 上 讲 ， 这 些 共有 序列 可 能 是 
mRNA 前 体 剪 接 信号 的 一 部 分 。Chanbon 等 首次 获 
得 了 最 为 引 人 注 目的 发 现 是 ， 几 乎 所 有 细胞 核 mR- 
NA 前 体 的 内 含 子 都 有 相同 的 开始 和 结束 序列 : 

外 显 子 /GU- 内 含 子 -AG/ 外 显 子 

也 就 是 说 ， 转 录 物 内 含 子 5" 端 最 初 的 两 个 碱 基 
为 GU，3 端 最 末尾 的 两 个 碱 基 为 AG， 这 种 保守 性 
绝 非 偶然 ，GU-AG 基 序 一 定 是 使 剪接 体 找到 准确 剪 
切 位 点 的 部 分 剪接 信号 。 然而 ，GU-AG 基 序 出 现 的 
概率 如 此 频繁 ， 以 至 于 一 个 典型 的 内 含 子 中 会 包含 
多 个 GU 和 AG 序列， 为 什么 这 些 序列 不 能 作为 前 
切 位 点 ? 答案 在 于 ，GU-AG 基 序 并 不 是 剪接 信号 的 
全 部 ,真正 的 剪接 信号 比 GU-AG 基 序 更 为 复杂 。 
目前 已 对 众多 基因 的 外 显 子 -内 含 子 间 的 边界 序列 进 
行 了 分 析 ， 在 哺乳 动物 中 ， 外 显 子 与 内 含 子 的 边界 
保守 序列 为 : 

5-AG/GUAAGU- 内 含 子 -YNCUR AC-Y.NAG/G-3' 


其 中 ,“/” 表 示 外 显 子 -内 含 子 的 边界 ;“Y” 表 示 喀 
BERW (URC); “Y,” 表 示 一 段 约 由 9 个 喀 啶 核 
朝 酸 组 成 的 序列 ;“R” 表 示 任意 一 种 咕 叭 碱 基 (A 或 
O); “A” HB SIGMA A BY H TH PR AY PR RE 
酸 ， 相 关内 容 将 在 本 章 后 面 介绍 ; “N” 表 示 任 意 碱 
基 。 对 酵母 mRNA 前 体 的 外 显 子 -内 含 子 边 界 的 保 
守 序 列 研究 发 现 ， 与 哺乳 动物 的 外 显 子 -内 含 子 间 的 
边界 序列 相 比 ， 具 有 细微 的 差别 : 

5'-/GUAUGU-W 4 F-UACUA AC-YAG/-3' 

发 现 保守 序列 后 ， 我 们 还 必须 证 明 这 些 序列 对 
于 mRNA 前 体 正确 剪接 确实 十 分 重要 。 有 几 个 研究 
小 组 为 这 些 剪 接 保守 序列 的 重要 性 提供 了 大 量 证 据 。 
这 些 研究 小 组 所 开展 的 实验 基本 分 为 两 类 ， 第 一 类 
是 在 克隆 基因 的 剪接 处 对 保守 序列 进行 突变 ， 然 后 
分 析 剪 接 是 否 仍 能 正常 发 生 ， 第 二 类 是 从 那些 被 怀 
疑 是 剪接 出 现 问题 的 患者 中 收集 缺陷 突变 基因 ， 分 
析 这 些 基 因 在 剪接 位 点 处 的 突变 情况 。 两 类 研究 都 
得 出 了 相同 的 结论 ， 保 守 序列 这 到 破坏 后 通常 会 抑 
制 正 常 的 剪接 。 

尽管 外 显 子 边 界 的 剪接 信号 是 十 分 必要 的 ， 但 
这 些 边界 序列 还 不 足以 界定 一 个 外 显 子 。 在 下 一 节 
我 们 将 介绍 邻近 内 含 子 未 端的 序列 〈 称 为 分 支点 序 
列 ) 也 是 下 一 个 外 显 子 被 识别 的 必需 序列 ， 甚 至 位 
于 分 支点 序列 连同 剪接 信号 也 不 足以 界定 一 个 外 显 
子 ， 这 是 因为 高 等 真 核 生物 中 有 许多 内 含 子 都 很 大 ， 
其 长 度 可 达 100kb， 其 内 包含 有 许多 外 显 子 大 小 的 
序列 ， 这 些 序列 的 边界 也 具有 类 似 于 正常 剪接 信号 
的 序列 特征 ,包括 分 支点 序列 。 然 而 ， 在 极 个 别 情 
况 下 ， 这 些 “ 假 外 显 子 ” 也 可 能 会 被 剪接 而 出 现在 
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成 熟 mRNA 分 子 中 。 是 什么 特征 使 真正 的 外 显 子 与 
这 些 假 外 显 子 区 分 开 来 ? 部 分 原因 在 于 ， 真 正 的 外 
显 子 一 般 包含 能 促进 剪接 的 外 显 子 剪接 增强 子 序列 
《exonic splicing enhancer，ESE)， 而 假 外 显 子 一 般 
包含 能 抑制 剪接 的 外 显 子 剪 接 沉默 子 序列 (exonic 
splicing silencer，ESS) 。 我 们 将 在 本 章 后 面 详细 讨 
论 这 种 现象 。 

小 结 ”细胞核 mRNA 前 体 具有 高 度 一 致 的 
剪接 信号 ， 内 含 子 的 最 初 两 个 碱 基 几 乎 总 是 GU, 
而 最 末尾 的 两 个 碱 基 几 乎 总 是 AG。 在 GU 和 AG 
基 序 两 侧 的 5 -剪接 位 点 及 3 -剪接 位 点 具有 保守 
序列 。 全 部 的 保守 序列 对 于 正确 剪接 十 分 重要 ， 
当 保 守 序 列 发 生 突变 后 ， 会 发 生 异 常 剪接 。 


14.2 细胞核 mRNA 前 体 的 
剪接 机 制 


图 14. 2 剪接 示意 图 只 简单 地 显示 了 前 体 与 剪接 
产物 ， 并 没有 涉及 细胞 将 前 体 转化 为 成 熟 mRNA 时 
所 采用 的 机 制 。 下 面 我 们 将 深入 探讨 复杂 而 又 意 想 
不 到 的 细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 机 制 。 


分 支 中 间 体 


图 14.2 未 毅 明 的 主要 细节 之 一 就 是 细胞 mR- 
NA 前 体 剪接 时 形成 的 中 间 体 是 有 分 支 的， 该 中 间 
体 类 似 套 索 〈lariat) 状 结构 ， 如 同 放 牧牛 仔 的 案 
套 。 图 14.4 示意 了 通过 两 步 转 酯 反应 进行 剪接 的 套 
索 模型 ， 第 一 步 反 应 是 形成 套 索 状 中 间 体 。 由 内 会 
子 中 部 的 腺 味 叭 核 苷 酸 通 过 2 -羟基 对 第 一 个 外 显 子 
与 内 含 子 起 始 碱 基 G 之 间 的 磷酸 二 酯 键 发 动 亲 核 攻 
击 而 引发 的 ， 形 成 套 索 环 ， 同 时 第 一 个 外 显 子 被 切 
离 。 第 二 步 则 完成 剪接 过 程 。 以 第 一 步 释放 的 外 显 
子 的 游离 3 -羟基 作为 亲 核 基 团 ， 攻 击 3 -剪接 位 点 
处 连接 内 含 子 和 第 二 个 外 显 子 的 磷酸 二 酯 键 ， 将 两 
个 外 显 子 通过 5 ，3 -磷酸 二 酯 键 连接 起 来 ， 同 时 将 
内 含 子 以 套 索 结构 的 形式 释放 出 来 。 

似乎 还 没有 足够 严密 的 证 据 使 人 们 接受 这 个 剪 
接 机 制 。 事 实 上 ， 已 有 充分 证 据 支持 图 14. 4 中 所 示 
中 间 体 的 存在 ， 其 中 大 部 分 证 据 是 由 Sharp 及 同事 
提供 的 。 

首先 ， 也 是 最 为 重要 的 一 点 是 ， 分 支 中 间 体 存 
在 的 证 据 是 什么 ? 1984 年 ，Sharp 及 同事 用 无 细胞 
剪接 提取 物 于 体外 对 只 有 一 个 内 含 子 的 RNA 分 子 
进行 剪接 时 ， 首 次 发 现在 RNA 剪接 过 程 中 会 产生 
这 种 奇怪 形状 的 RNA 分 子 。 剪 接 底 物 是 以 腺 病毒 
主要 晚期 基因 的 最 初 几 百 个 碱 基 序列 为 模板 合成 的 
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A—AG— OH 
图 14.4 ”细胞核 mRNA 前 体 剪 接 的 简化 机 制 。 步 
BR 内 含 子 序列 内 的 腺 嘎 叭 核 苷 酸 的 2-OH 攻 
击 连 接 第 一 个 外 显 子 〈 蓝 色 ) 与 内 含 子 的 磷酸 二 
酯 键 。 这 次 攻击 〈 如 图 上 方 的 虚线 箭头 所 示 ) Wi 
坏 了 外 显 子 1 与 内 含 子 之 间 的 磷酸 二 酯 键 ， 产 生 
游离 的 外 显 子 1 和 由 内 含 子 与 外 显 子 2 形成 的 套 
索 状 中 间 体 ， 由 内 含 子 5 端的 GU 与 分 支 位 点 的 
A 形成 磷酸 二 酷 键 而 产生 。 套 索 是 由 RNA 前 体 
的 一 部 分 对 同一 分 子 的 另 一 部 分 发 动 内 部 攻击 的 
结果 ， 右 侧 圆 括号 内 示意 分 支 位 点 腺 苷 酸 的 
2'-OH, 3'-OH 和 5 -OH 均 参 与 了 磷酸 二 酯 键 的 
形成 。 步 又 2: 外 显 子 1 游离 的 3 -OH 攻击 内 含 
子 与 外 显 子 2 之 间 的 磷酸 二 酯 键 ， 从 而 将 外 显 子 
1 与 外 显 子 2 连接 在 一 起 ， 释 放出 套 索 状 内 含 子 。 
注意 ， 外 显 子 2 的 5 端 磷酸 GLE) 成 为 两 个 外 
显 子 的 连接 分 子 。 


放射 性 转录 物 ， 包 含 最 初 的 两 个 前 导 外 显 子 以 及 一 
个 位 于 两 者 之 间 长 度 为 231nt HART. WRN 
进行 一 段 时 间 后 ， 对 RNA DEAT MERE HTK, BRE BE 
现 , 除了 未 被 剪接 的 前 体 在 凝 胶 上 产生 条 带 外 ， 还 
出 现 了 一 条 电泳 行为 异常 的 条 带 ， 在 4% 的 聚 丙 烯 
酰胺 凝 胶 上 ， 其 泳 动 速度 比 未 被 剪接 前 体 的 泳 动 速 
度 快 ， 而 在 10 闪 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胺 上 ， 其 泳 动 速度 
比 未 被 剪接 前 体 的 泳 动 速度 慢 。 而 这 正 是 环形 或 分 
ZRNA, WER RNA 所 具有 的 特征 。 

这 个 奇异 的 RNA 分 子 是 剪接 的 产物 吗 ? 它 确 
实 是 剪接 的 产物 ， 因 为 存在 阻 断 剪接 反应 的 抗 血 清 
以 及 缺少 剪接 反应 所 需 的 ATP 时 ， 该 RNA 分 子 就 
不 能 产生 。 随 着 剪接 反应 的 持续 进行 , 该 RNA 分 
子 的 量 也 随 之 积聚 。 在 电泳 时 还 会 检测 到 另 一 个 具 
有 相同 电泳 行为 的 分 子 ， 它 就 是 由 内 含 子 与 外 显 子 
2 形成 的 套 索 状 中 间 体 。 而 且 ，Sharp 小 组 开展 的 另 
一 个 实验 (图 14. 5) 表明 ， 随 着 剪接 反应 的 进行 ， 
这 些 产 物 会 积累 的 越 来 越 多 ， 显 然 ， 这 是 从 前 体 分 


子 中 剪 切 下 来 的 套 索 状 内 含 子 。 该 实验 表明 还 存在 
另 一 种 电泳 行为 异常 的 RNA 分 子 ， 其 浓度 在 剪接 
过 程 的 初期 阶段 逐渐 增加 ， 其 后 又 表现 为 下 降 ， 表 


(a) 


内 含 子 一 外 显 子 2 
GEES 


占 总 量 的 /% 


(b) 


明 这 是 一 种 剪接 中 间 体 。 实 质 上 ， 这 是 携带 有 套 索 
状 内 含 子 的 外 显 子 2。 由 于 都 呈现 为 套 索 状 结构 ， 
所 以 该 RNA 分 子 和 内 含 子 均 表现 异常 的 电泳 行为 。 
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图 14.5 ”中间 体 产生 及 内 含 子 释放 的 时 间 进 程 。(a) 电泳 。Sharp 及 同事 进行 RNA 的 体外 前 接 反 应 实 
验 ， 在 不 同 的 时 间 内 将 剪接 反应 生成 的 产物 进行 10%% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电流 ， 鉴 定 的 产物 标注 在 图 的 
左 侧 。 最 顶部 的 条 带 为 内 含 子 一 外 显 子 2 中 间 分 子 ， 第 二 条 带 为 内 含 子 ， 这 两 类 RNA HERI, 
其 泳 动 速度 异常 低 。 第 三 条 带 为 RNA 前 体 分 子 ， 最 下 面 的 两 条 带 为 两 种 间接 的 外 显 子 ， 上 面 的 条 带 
表示 外 显 子 连接 有 部 分 内 会 子 2 的 片段 ， 下 面 的 条 带 则 表明 外 显 子 无 额外 的 内 含 子 片段 附着 。(b) 曲 
线 图 示 。Sharp 及 同事 根据 图 (a) 中 每 个 条 带 的 亮度 ， 总 结 出 了 每 类 RNA 分 子 积聚 的 量 与 时 间 之 间 
的 函数 关系 。( Source: Grabowski P., R. A. Padgett, and P. A. Sharp, Messenger RNA splicing in 


vitro; An excised intervening sequence and a 


potential intermediate. Cell 37 (June 1984) 工 4， 


p. 419. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


根据 图 14. 4 的 两 步 剪 接 模型 可 做 出 如 下 已 被 
Sharp 及 同事 所 证 实 了 的 推论 。 

1. 切 离 的 内 含 子 具有 3 -羟基 基 团 。 例 如 ， 步 
又 2 的 开始 阶段 所 示 ， 这 是 外 显 子 1 进攻 磷酸 二 酯 
键 时 所 要 求 的 ， 攻 击 的 结果 是 将 内 含 子 3' 端 的 磷酸 
基 团 切除 ， 而 只 留 下 羟基 基 团 。 

2. 剪接 产物 中 ，2 个 外 显 子 之 间 的 磷 原 子 来 自 
3'- 《下游 ) 剪接 位 点 。 

3. 中 间 体 〈 外 显 子 2 十 内 含 子 ) 和 被 剪 下 的 内 
含 子 都 包含 有 一 个 分 支点 核 苷 酸 ， 其 2'-OH, 3'- 
OH、5 -OH 均 参 与 了 与 其 他 核 苷 酸 的 连接 。 

4. 该 分 支 涉及 内 含 子 的 5 端 与 内 含 子 内 部 位 点 
的 结合 。 

下 面 ， 让 我 们 来 了 解 一 下 有 关 分 支 核 苷 酸 存在 
的 证 据 。 中 间 体 〈 外 显 子 2 十 内 含 子 ) 和 被 剪 下 的 
内 含 子 均 含 有 一 个 分 支 核 苷 酸 ， 其 2-OH、3'-OH、 
5'-OH 均 参与 了 与 其 他 核 背 酸 的 连接 。Sharp 及 同 
事 用 RNase T2 或 RNase Pl 切割 剪接 中 间 体 ， 两 种 
酶 均 能 对 RNA 分 子 中 的 核 背 酸 进行 逐个 切割 ， 但 
同 RNase T1 一 样 ，RNase T2 的 酶 切 产物 为 核 苷 - 


3 -磷酸 (图 14.6), Ti RNase Pl 的 酶 切 产物 为 核 
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图 14.6 RNASE TI 和 1T2 的 作用 原理 。 这 些 RNase 
按 下 列 方式 切割 RNA。(a) RNase 将 鸟 背 酸 与 下 游 
紧邻 核 背 酸 之 间 的 3 ，5 -磷酸 二 酯 键 打开 ， 形 成 
2 ，3 '- 环 核 苷 酸 中 间 体 。 (b) 环 状 中 间 体 被 打开 ， 
产生 末端 为 3 BRS PRM RTD. 
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核 背 酸 外 ， 还 产生 一 种 新 产物 。 利 用 薄 层 层 析 可 区 
分 这 两 种 产物 所 带电 荷 的 差异 ，T2 酶 切 产 物 的 电荷 
为 一 6，P1 酶 切 产物 的 电荷 为 一 4， 普 通 单 磷酸 核 背 
酸 所 带 的 电荷 为 一 2。 

这 些 非 正常 产物 是 什么 ? 图 14. 7 显示 了 每 种 结 
构 与 其 所 带电 荷 间 的 对 应 关系 ， 每 个 磷酸 二 酯 键 带 
1 个 负电 荷 ， 每 个 末端 磷酸 基 团 带 2 个 负电 荷 。 为 
证 明 这 些 结构 的 正确 性 ，Sharp 及 同事 利用 高 磷酸 
盐 和 苯胺 处 理 Pl 酶 切 产 物 ， 通 过 8 消除 作用 (有 
eliminarion》 除 去 2'- 和 3- 核 背 酸 ， 形 成 的 产物 应 为 
2'，3'，5 -三 磷酸 核 苷 酸 。 二 维 薄 层 层 析 分 析 证 明 ， 
这 一 产物 的 迁移 率 与 2 3', 5 SPARRO AT 
酸 完全 一 致 ， 也 就 证 明了 分 支 核 苷 酸 为 腺 味 叭 核 
FMR. 

小 结 ”一 系列 证 据 表明 ， 细 胞 核 mRNA 前 
体 的 剪接 要 通过 套 索 状 或 分 支 状 中 间 体 的 介 导 。 


分 支点 信号 


参与 分 支 的 腺 苷 酸 是 否 具有 某 些 特殊 之 处 ? 或 
许 内 含 子 内 的 所 有 腺 核 苷 酸 均 具 有 参与 分 支 的 功能 ? 
对 多 个 不 同 内 含 子 的 研究 表明 ， 在 分 支 位 点 处 存在 
保守 序列 ， 止 是 这 个 保守 序列 参与 了 分 支 的 形成 。 


野生 型 
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ae 
my ZP araa 8 P 
nee Se ren (teram ae) 
图 14.7 ”有关 分 支 核 苷 酸 的 直接 证 据 。(a) Sharp 
及 同事 用 RNase T2 消化 剪接 中 间 体 ， 产 物 带 有 6 
个 负电 荷 。 与 图 中 的 分 支 结构 相 一 致 。 (b) 用 
RNase PI 消化 的 产物 带 有 4 个 负电 荷 ， 与 分 支 结 
构 相 一 致 。(c) Sharp 及 同事 用 RNase P1 消化 的 
产物 经 高 碗 酸 盐 和 葵 胺 处理， 消除 连接 在 分 支 术 
背 酸 的 2- 和 3B, HW 2', 3, S'-ER 
背 酸 ， 证 明 存在 分 支 结构 ， 且 表明 分 支 发 生 在 腺 
FME. 
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1 号 突变 体 
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2 号 突变 体 
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图 14.8 


Tok AWK 


EE 异常 剪接 


酵母 基因 内 含 子 中 关键 剪接 信号 的 证 实 。Langford 和 Gallwitz 在 体外 突变 酵母 的 actin 基因 ， 


并 转 人 正常 酵母 细胞 ， 然 后 检测 这 些 突变 基因 的 剪接 情况 。 野 生 型 基因 含有 两 个 外 显 子 〈 蓝 色 和 黄色 )， 
所 有 内 含 子 均 有 一 保守 序列 〈 红 色 )， 野 生 型 基因 在 酵母 细胞 内 能 够 被 正确 剪接 。Langford 和 Gallwitz 
将 这 一 内 含 子 保守 序列 缺失 而 获得 突变 体 # 1， 该 突变 基因 的 转录 物 不 能 被 剪接 。 突 变 体 #2 是 将 一 额外 
的 DNA 片段 紫色) 插入 到 内 含 子 保守 序列 的 下 游 ， 此 突变 基因 的 转录 物 会 在 插入 序列 的 第 一 个 AG 
处 发 生 异 常 剪 接 。 突 变 体 #3 是 将 内 含 子 的 保守 序列 插入 到 下 游 的 第 二 个 外 显 子 内 ， 此 突变 基因 的 转录 
物 会 在 内 含 子 保守 序列 下 游 的 第 一 个 AG 处 发 生 异常 剪接 。 这 些 结果 表明 ， 内 含 子 的 保守 序列 在 RNA 
剪接 过 程 中 发 挥 重要 作用 ， 它 能 够 将 其 下 游 的 AG 确定 为 3 剪接 位 点 。 


1983 年 ，Christopher Langford 和 Dieter Gall- 
witz 在 对 酵母 肌 动 蛋白 〈actin) 基因 的 研究 中 ， 首 
次 为 内 含 子 内 存在 保守 分 支点 序列 提供 了 线索 。 研 
究 者 对 克隆 的 肌 动 蛋白 基因 进行 突变 ， 产 生 大 量 突 
变 基因 ， 然 后 用 这 些 突变 基因 转化 正常 的 酵母 细胞 ， 
通过 Sl 作 图 分 析 剪 接 情 况 。 图 14. 8 显示 了 实验 结 
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R. 首先， 当 位 于 内 含 子 3 -剪接 位 点 上 游 35 一 70bp 
间 的 序列 缺失 (突变 体 #1) 后 ， 剪 接 被 阻 断 ， 表 明 
长 度 为 35bp 的 缺失 区 域 含有 一 个 对 剪接 十 分 重要 的 
序列 ， 如 图 14. 8 中 的 红色 小 条 框 所 示 。 其 次 ， 当 在 
这 个 特殊 序列 与 第 二 外 显 子 之 间 插入 额外 的 DNA 
片段 (突变 体 #2) 时 ，5' -剪接 位 点 可 正常 剪接 ，3” 


端 也 可 剪接 ， 但 剪接 并 没有 在 正确 的 3'- 剪 接 位 点 处 
进行 ， 而 是 在 异常 的 3- 剪接 位 点 ， 即 特殊 内 含 子 序 
列 下 游 的 第 一 个 AG 处 发 生 剪接 ， 该 AG 位 于 插入 
的 DNA 片段 内 。 这 一 结果 表明 ， 该 特殊 内 含 子 序 
列 的 作用 是 确定 剪接 位 点 ， 指 导 剪 接 机 构 在 其 下 游 
适当 距离 的 AG 处 进行 剪接 。 如 果 在 正常 AG 剪接 
位 点 的 前 面 插入 一 新 的 AG 序列 ， 那 么 剪接 可 能 就 
会 在 新 位 点 处 进行 。 最 后 ， 突 变 体 # 3 在 其 第 二 个 
外 显 子 内 含有 这 个 特殊 的 内 含 子 。 果然， 在 这 种 情 
况 下 ， 特 殊 内 含 子 下 游 的 第 一 个 AG 位 点 便 成 了 3'- 
剪接 位 点 ， 而 且 该 AG 恰好 位 于 第 二 个 外 显 子 内 。 

此 特殊 内 含 子 序列 的 重要 性 在 于 该 序列 含有 分 
FURR BEAR, BN UACUAAC 序列 中 最 后 的 
Ay 事实 上 ， 所 有 酵母 细胞 核 内 含 子 都 含有 这 个 几 
平 不 变 的 保守 序列 ， 但 高 等 真 核 生物 的 分 支点 序列 
并 没有 很 强 的 保守 性 ， 其 分 支点 A 的 周围 序列 为 
UmNCe Us Re Aoi Cor， 其 中 R 表示 任 一 味 叭 碱 基 
CA R G); N 表 示 任 一 碱 基 ， 下 标 数字 表示 该 碱 基 
在 该 位 置 出 现 的 频率 。 例 如 ， 分 子 点 A ( 具 下 夯 线 ) 
在 其 位 置 处 出 现 的 概率 为 91%。 序 列 中 的 第 一 个 U 
经 常会 被 C 所 取代 ， 所 以 该 位 点 通常 为 喀 啶 碱 基 。 

小 结 “ 细 胞 核 基因 的 内 含 子 除了 在 其 5' 端 和 
3 端 具 有 保守 序列 外 ， 在 分 支点 处 也 存在 着 分 支 
点 保守 序列 。 在 酵母 中 ,固有 的 分 支点 序列 为 
UACUAAC。 高 等 真 核 生物 的 分 支点 序列 保守 性 
不 强 ， 但 不 管 您 样 ， 分 支点 核 苷 酸 是 该 序列 中 的 
最 后 一 个 A。 


剪接 体 


1985 年 ，Edward Brody 和 John Abelson 通过 实 
验 发 现 ， 酵 母 的 套 索 状 剪接 中 间 体 并 非 游离 于 溶液 
之 中 ， 而 是 与 沉降 系数 为 40S 的 剪接 体 (spliceo- 
some) 结合 在 一 起 。 研 究 人 员 将 标记 的 前 体 mRNA 
(premRNA) 加 入 到 无 细胞 提取 物 中 ， 利 用 甘油 梯 
度 超速 离心 分 离 纯化 前 接 体 。 图 14.9 显示 显著 的 
40S 复合 体 峰 中 含有 标记 RNA。 对 这 些 RNA ASE 
胶 电泳 分 析 显示 ， 剪 接 中 间 体 和 切 离 的 内 含 子 具 有 
套 索 结构 。 为 验证 剪接 体 在 剪接 中 的 重要 性 ，Brody 
和 Abelson 将 pre mRNA 分支 位 点 A 突变 为 C， 试 
图 利用 该 突变 mRNA 形成 剪接 体 ， 结 果 其 形成 剪接 
复合 体 的 能 力 被 极 大 地 削弱 。Sharp 及 同事 于 1985 
年 从 人 的 HeLa 细胞 中 分 离 出 了 沉降 系数 为 60S 的 
剪接 体 。 

剪接 体 显然 含有 preRNA， 但 还 含有 许多 其 他 
RNA 分 子 和 蛋白 质 。 其 中 有 些 RNA 和 和 蛋白质 结合 
在 一 起 形成 核 内 小 核糖 核 蛋 和 白 体 (small nuclear 
ribonuclearprotein，snRNP， 发 音 为 “snurps”)， 是 


标记 RNA 的 百分比 


馏分 数 


图 14.9 醇 母 剪接 体 。Brody 和 Abelson 将 标记 的 
醇 母 premRNA 与 剪接 提取 物 共同 孵育 ， 然 后 进行 
甘油 梯度 超速 离心 ， 最 后 通过 液体 闪烁 计 测定 每 一 
组 分 的 放射 性 强度 。 图 中 显示 了 分 别 用 野生 型 pre- 
mRNA (红色 ) 及 在 5' 前 接点 发 生 点 突变 的 pre 
mRNA GEE) 进行 实验 获得 的 结果 ， 野 生 型 pre- 
mRNA 明显 与 40S 的 奉 合 体 结合 在 一 起 ， 而 突变 的 
premRNA 与 之 结合 能 力 要 弱 得 多 。 (Source: Adap- 
ted from Brody, E.and J. Abelson, The spliceo- 
some; Yeast premessenger RNA associated with a 
40S complex in a splicing-dependent reaction. Science 
228: 965, 1985.) 


由 偶 联 到 蛋白 质 上 的 核 内 小 RNA (small nuclear 
RNA, sn RNA) 组 成 。 通 过 凝 胶 电 泳 可 将 snRNA 
分 离开 来 ， 共 包括 5 类 : Ul U2, U4, U5% U6， 
所 有 这 5 类 RNA 均 参 与 了 剪接 体 的 形成 ， 并 在 剪接 
中 发 挥 着 关键 作用 。 

理论 上 讲 ， 在 内 含 子 末端 和 分 支点 处 的 保守 序 
列 可 被 蛋白 质 或 核酸 所 识别 ， 我 们 现在 已 有 充分 的 
证 据 证 明 snRNA 和 蛋白质 剪接 因子 是 识别 关键 前 
接 信号 的 重要 分 子 。 图 14. 10 是 两 侧 连接 外 显 子 的 
典型 内 含 子 结构 ， 以 及 在 关键 位 点 发 生 相互 作用 的 
分 子 。 在 本 章 的 后 面 内 容 中 ， 我 们 将 详细 介绍 与 这 
些 相互 作用 有 关 的 证 据 。 

小 结 RNA 的 剪接 是 在 剪接 体 中 进行 的 ， 
酵母 剪接 体 和 哺乳 动物 前 接 体 的 沉降 系数 大 体 分 
别 为 40S 和 60S, 剪接 体 中 包含 有 preRNA、 
a a aaah ald 
Fo 协同 完成 剪接 。 

Ul snRNP 1980 年 ，Joan Steitz WR J. Rogers 
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图 14.10 RNA 及 蛋白 质 对 典型 哺乳 动物 pre 
RNA 内 含 子 的 识别 。 大 写字 母 表示 该 位 点 的 碱 基 
具有 较 好 的 保守 性 ， 小 写字 母 表示 该 位 点 碱 基 的 
保守 性 较 差 。Y 代表 喀 啶 碱 基 ，R RRMA, 
N 代表 任意 碱 基 。 首 先 由 Ul snRNP 识别 5 -剪接 
位 点 ， 随 后 被 U6 snRNP 取代 ，U2 snRNP 识别 分 
支 位 点 ，U2AF 蛋白 〈U2 相关 因子 ) 识别 3 -剪接 
位 点 。 其 他 因子 完成 最 初 的 识别 之 后 ，U5 snRNP 
结合 在 5- 剪接 位 点 和 3- 剪接 位 点 上 。 


MR. Wal 分 别 注意 到 ，U1 snRNA 具有 一 段 几乎 
能 够 与 位 于 5'- 和 3'- 剪 接 位 点 保守 序列 完全 互补 的 
序列 。 研 究 者 提出 ，U1l snRNA 通过 碱 基 互 补 配对 
而 将 两 个 剪接 位 点 联系 在 一 起 ， 便 于 剪接 反应 的 进 
行 。 我 们 现在 知道 ，pre-RNA 的 剪接 还 涉及 内 含 子 
的 分 支 位 点 ,但 在 这 个 简化 的 机 制 中 被 忽略 了 。 不 
过 ，U1 snRNA 与 5- 剪接 位 点 发 生 碱 基 配 对 是 剪接 
反应 发 生 的 关键 。 

1986 年 ，Yuan Zhuang 和 Alan Weiner 的 遗传 
学 实验 证 明了 5- 和 3"- 剪 接 位 点 与 U1 碱 基 配 对 的 重 
要 性 。 研究 者 对 腺 病毒 ELA 基因 内 3 个 可 变 5 -前 
接 位 点 中 的 一 个 进行 了 突变 。 ELA 基因 的 3 个 5 -前 
接 位 点 均 能 与 共同 的 3“- 剪 接 位 点 完成 对 前 体 转录 物 
的 正常 剪接 ， 产 生 9S、12S 和 13S3 种 成 熟 mRNA 
分 子 〈 图 14. 11) 。 发 生 在 12S 5 -剪接 位 点 的 突变 可 
破坏 该 位 点 与 Ul 间 的 碱 基 配 对 。 为 检测 突变 对 剪 
接 的 影响 ，Zhuang 和 Weiner 从 转化 有 5 -剪接 位 点 
发 生 突变 的 EIA 基因 的 细胞 中 分 离 RNA， 然 后 进 
行 RNase 保护 实验 (第 5 章 )。 图 14. 11 显示 了 信号 
核 苷 酸 序列 的 长 度 (nt)， 与 预期 分 别 从 3 个 5 - 剪 
接 位 点 起 始 剪接 获得 产物 的 长 度 相 一 致 

Zhuang 和 Weiner 测试 的 第 一 个 突变 体 实 质 是 
个 双 突 变 体 。 将 内 含 子 的 第 5 个 和 第 6 个 碱 基 ( 十 5 
和 十 6) GG 突变 成 AU (图 14.12) 时 ,破坏 了 内 含 
子 第 5 个 碱 基 G (+5) 与 Ul snRNA 的 碱 基 C 之 间 
的 配对 ， 但 使 内 含 子 第 6 个 碱 基 U (+6) 与 Ul 
snRNA 的 碱 基 A 形成 新 的 碱 基 对 ， 尽 管 突变 并 没 
有 造成 配对 碱 基数 目的 改变 ， 但 配对 碱 基 间 的 结合 
力 受 到 了 削弱 ， 因 为 连续 碱 基 对 的 数目 减少 了 ， 剪 
接 会 受到 这 种 突变 的 影响 吗 ? 图 14.13 ( 泳 道 4) B 
示 ， 突 变 基本 上 中 断 了 12S 位 点 的 剪接 ， 却 促进 了 
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图 14.11 腺 病毒 E14 基因 的 剪接 示意 图 及 剪接 
产物 的 RNase 保护 分 析 。 (a) 剪接 示意 图 3 个 
可 变 5/- 剪 接 位 点 〈 分 别 位 于 红色 、 橙 色 、 蓝 色 长 
条 的 边界 处 及 蓝 色 长 条 的 末端 ) 和 单一 的 3 -剪接 
位 点 〈 位 于 黄色 长 条 的 起 始 处 ) 发 生 剪 接 ， 分 别 
产生 9S、12S、13S 的 mRNA 分 子 。 (b) RNase 
保护 实验 分 析 。 紫 色 线条 代表 标记 的 RNA 探 针 ， 
经 RNase 处 理 后 ， 被 探 针 保护 的 片段 即 为 剪接 的 
产物 ， 其 长 度 各 不 相同 [在 对 应 片段 的 上 方 标 出 
了 片段 的 核 苷 酸 长 度 (nt), 3 个 剪接 产物 均 产 生 
了 对 应 于 下 游 外 显 子 的 保护 片段 ]。(Source: A- 
dapted from Zhuang ，Y,and A.M, Weiner, A 
compensatory base change in Ul snRNA suppres- 
ses a 5'-splice site mutation. Cell 46; 829, 1986. ) 


13S 和 9S 位 点 的 剪接 。 接着， 研究 者 在 Ul snRNA 
内 引入 一 个 补偿 突变 ， 使 之 能 够 恢复 与 突变 剪接 位 
点 的 配对 。 然 后 将 突变 的 Ul 基因 用 相同 的 质粒 扒 
带 导 入 Hela 细胞 。 图 14. 13 〈 泳 道 5) 显示 ， 突变 
的 U1 不 仅 能 够 恢复 与 前 接 位 点 的 碱 基 配 对 ， 而 且 
剪接 又 可 在 12S 位 点 正常 进行 。 

由 此 可 见 ， 剪 接 位 点 与 U1 snRNA 间 的 碱 基 配 
对 是 进行 正常 剪接 所 必需 的 。 但 是 ， 这 种 碱 基 配 对 
是 否 足以 确保 正常 剪接 的 发 生 ? 如 果 在 剪接 位 点 内 
引入 突变 ,减弱 剪接 位 点 与 U1 的 配对 能 力 ， 而 相 
应 的 剪接 不 会 被 Ul 的 补偿 突变 所 抑制 ， 则 可 说 明 
这 个 碱 基 对 不 足以 确保 剪接 的 发 生 。 图 14. 12 和 图 
14.13 示意 了 Zhuang 和 Weiner 所 开展 证 明 实验 的 
过 程 。 研 究 者 将 13S 5 -剪接 位 点 中 十 3 位 的 A 突变 
为 U, 使 原本 6 个 连续 的 碱 基 对 被 间断 ， 阻 断 了 
13S 剪接 事件 ， 但 却 促进 了 12S 剪接 ， 同 时 在 某 种 
程度 上 也 促进 了 9S 剪接 (图 14.13， 泳 道 6)。 对 
Ul 基因 的 补偿 突变 可 恢复 连续 的 6 个 碱 基 对 ， 但 不 
能 恢复 在 13S 位 点 的 剪接 〈 泳 道 7) 。 由 此 可 见 ，5 
剪接 位 点 与 Ul snRNA 间 的 碱 基 互 补 配对 并 不 是 剪 
接 的 充分 条 件 。 


小 结 ” 遗 传 学 实验 表明 ，Ul snRNA mR- 
NA 前 体 5 -剪接 位 点 的 互补 配对 是 进行 正常 剪接 
所 必需 的 ， 但 并 不 是 剪接 发 生 的 充分 条 件 。 
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图 14. 12 野生 型 和 突变 型 5- 剪接 位 点 与 野生 型 和 突变 型 Ul snRNA 的 互补 序列 图 。(a) 12S 剪接 位 点 
突变 。 图 右 侧 标注 出 野生 型 和 突变 型 序列 ，mRNA 前 体 和 Ul RNA 之 间 的 Watson-Crick 碱 基 配 对 用 竖 
线 表示 ， 贺 点 表示 碱 基 配 对 的 揭 押 性。 红色 字母 表示 突变 的 碱 基 。 如 图 14. 11 那样 用 橙色 框 表示 外 显 子 
的 末端 ,(b) 13S 剪接 位 点 突变 。 所 有 的 符号 表 与 a) 相同 ， 只 是 如 图 14. 11 那样 用 蓝 色 框 表 示 外 显 子 
的 末端 。 


gaggi 图 14.13 RNase 保护 分 析 实验 结果 。Zhuang 和 Weiner 将 含有 
ss 如 图 14.12 所 示 的 野生 型 和 突变 型 5 前 接 位 点 的 基因 ， 以 及 野 

ee 外 显 子 生 型 和 突变 型 Ul snRNA 基因 转化 HeLa 细胞 。 然 后 利用 图 
E 一 一 12S5'- 14.14 示 意 的 RNase 保护 实验 分 析 剪接 情况 。 瀛 道 1 为 分 子 质量 
R AET 。 标准 ， 左 侧 数字 表示 片段 的 碱 基 对 长 度 ， 泳 道 2 为 非 转化 细胞 

309 《阴性 对 照 )， 泳 道 3 为 野生 型 EIA 基因 及 野生 型 Ul snRNA, fë 
够 检测 到 12S 和 13S 产物 ， 但 没有 检测 到 9S 产物 ， 因 为 9S 产物 
238 FOR TERRE MIA RETA WA 4 12S 5'- 前 接 位 点 发 生 改 变 
90 的 突变 基因 hrt40， 无 12S 产物 的 形成 ; 瀛 道 5 为 突变 体 hr440 十 
180 突变 体 Ul snRNA (Ul-4u), 128 的 5"- 位 点 的 剪接 恢复 ， 沪 道 6 
= 为 13S 5 -剪接 位 点 发 生 改 变 的 突变 基因 pml114， 无 13S 产物 的 
~ SRE 形成 ; 泳 道 7 为 突变 体 pml114 十 突变 的 Ul snRNA (Ul-6a), 

E -en onur 。 虽然 恢复 了 5" 剪接 位 点 与 UL snRNA 之 间 的 碱 基 配 对 ， 但 并 没 
0 全 有 发 生 13S 剪接 事件 。 (Source: Zhuang Y. and A. M. Weiner, A 


compensatory base change in Ul snRNA suppresses a 5'-splice site 

mutation. Cell 46 (12 Sept 1986) f. la, p. 829. Reprinted by per- 

mission of Elsevier Science. ) 

U6 snRNP 为 什么 U1 碱 基 的 改变 有 时 并 不 能 。 “补偿 由 5" 剪接 位 点 突变 所 造成 的 剪接 抑制 ? 对 于 这 
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个 问题 ， 我 们 可 能 会 想象 出 不 同 的 答案 ， 包 括 可 能 
有 某 些 蛋 白质 或 蛋白 体 参与 对 5 -剪接 位 点 序列 的 识 
别 。 在 这 种 情况 下 ，U1 碱 基 的 改变 并 不 能 恢复 剪接 
体 对 5 -剪接 序列 的 识别 。 也 可 能 有 其 他 snRNA 参 
与 了 与 5 -剪接 位 点 序列 的 碱 基 配 对 。 改 变 U1 的 碱 
基 序列 使 之 焦 复 与 突变 剪接 位 点 的 配对 ， 但 没有 恢 
复 突变 剪接 位 点 与 其 他 snRNA 之 间 的 碱 基 配 对 , 
因此 剪接 反应 仍 处 于 抑制 状态 。 

Christine Guthrie 小 组 与 Joan Steitz 小 组 证 实 ， 
确实 有 其 他 snRNA 与 5 剪接 位 点 序列 进行 碱 基 配 
对 。 这 个 snRNA 分 子 就 是 U6 snRNA, Steitz 发 现 
U6 可 以 与 内 含 子 十 5 位 碱 基 发 生生 化 学 交 联 ， 从 而 
首次 探 明 U6 参与 发 生 在 5 -剪接 位 点 附近 的 分 子 生 
物 学 事件 。 基 于 这 个 发 现 ，Steitz 认为 U6 snRNA 
固有 序列 ACAGAG 中 的 ACA 能 够 与 内 含 子 5 - 剪 
接 位 点 保守 的 十 4 一 十 6 位 碱 基 UGU 形成 稳定 的 碱 
基 对 (图 14. 14) 。 


50 as 4 
U6 SANA— GAGA ç AUAACAAAGU- ->p 
前 体 JGÙ 
mRNA CEE GU AUGU- - - 3 


图 14.14 酵母 5- 剪接 位 点 与 U6 snRNA 相互 作 
用 模型 。U6 snRNA 保守 基 的 ACA (第 47 一 
49 nt) 与 内 含 子 的 第 4 一 6 个 碱 基 UGU 形成 稳定 
的 碱 基 Kt. (Source: Adapted from Lesser, 
C. f. and C. Guthrie, Mutations in U6 snRNA that 
alter splice site specificity; implications for the ac- 
tive site. Science: 262; 1983, 1993. ) 


Erik Sontheimer 和 Joan Steitz 通过 化 学 交 联 研 
RER, WAH U6 的 结合 位 点 十 分 接近 于 内 含 
子 的 5“ 剪接 位 点 。 实 验 策略 如 下 ， 首 先 合成 具有 两 
个 外 显 子 和 一 个 内 含 子 的 模式 剪接 前 体 〈 腺 病毒 主 
要 晚期 基因 座 的 前 两 个 外 显 子 和 第 一 个 内 含 子 )， 然 
后 用 4- 硫 尿 喀 啶 〈4-thioU) 取代 第 一 个 外 显 子 的 最 
后 一 个 核 苷 酸 或 内 含 子 的 第 二 个 核 苷 酸 ， 光 敏感 的 
4-thioU 被 紫外 线 激 活 后 ， 就 会 与 其 所 接触 的 RNA 
分 子 发 生 共 价 交 联 。 通 过 对 交 联 分 子 的 结构 分 析 ， 
他 们 发 现 了 能 够 与 5 -剪接 位 点 互补 配对 的 RNA 
分 子 。 

图 14.15 显示 ， 当 Sontheimer 和 Steitz 用 4- 
thioU 取代 内 含 子 的 第 二 个 核 苷 酸 后 ， 模 式 剪接 前 
体能 够 与 其 他 RNA 分 子 发 生 交 联 。 除 了 与 U2 交 联 
外 相关 内 容 在 本 章 后 面 讨论 ;，U6 也 能 与 内 含 子 
的 第 二 个 核 苷 酸 发 生 交 联 。 而 且 ， 通 过 分 析 还 揭示 
了 U6- 内 含 子 交 联 体形 成 的 时 间 ， 即 在 剪接 反应 进 
FTE] 20min 后 U6- 内 含 子 交 联 体 才 开 始 大 量 出 现 ， 
相 比 之 下 ， 内 会 子 -外 显 子 2 内 含 子 -E2) 套 索 中 间 

+ 360+ 


体 的 数量 在 剪接 反应 开始 15min 后 达到 峰值 。 最 初 ， 
这 一 发 现 似乎 暗示 在 U6 与 内 含 子 5 端 结合 之 前 套 
索 分 子 的 形成 是 剪接 反应 的 第 一 步 。 然 而 ， 正 如 我 
们 将 要 了 解 到 的 那样 ， 已 有 充分 的 证 据 表 明 ， 在 剪 
接 反应 的 第 一 步 发 生 之 前 ，U6 就 已 经 与 5 -剪接 位 
点 相 结合 了 。 因 此 ， 有 可 能 在 剪接 的 起 始 步骤 ，U6 


就 已 经 与 内 含 子 的 特殊 核 苷 酸 结合 了 。 
完成 时 间 Zaseg 
<43 14 98 9 
2020 1 5101520304560 20 20 20 20 (min) 
us _ U1/ 
内 含 子 -E2 > 前 体 
A eRe Li a 
U2/ 
ARTO 


123456789101112 13 14 15 16 


图 14.15 ihi 4 RO E 18) BY 3E 
联 。Sontheimer 和 Steitz #54 & F595 — BF MB 
为 4-thioU 的 标记 腺 病毒 剪接 前 体 与 细胞 核 剪 接 
提取 物 混合 孵育 ， 在 不 同时 间 段 内 〈 图 上 方 所 
示 ) 分 离 样品 ， 经 紫外 线 照射 ， 使 4-thioU 与 邻 
近 的 RNA 交 联 ， 将 产物 进行 凝 胶 电 沪 。 泳 道 1: 
RMA WY RNA; 泳 道 2: 在 无 细胞 核 提取 物 
(NE) 存在 条 件 下 温 育 20min; 泳 道 3: HF AF 
20min， 但 样品 不 经 紫外 线 照射 ; 沪 道 4 一 12; 
MARRARA, 泳 道 13， 无 4-thioU 标记 ; 泳 
道 14; 无 ATP; 泳 道 15: 加 入 EDTA 整合 
Mg"* ， 阻 断 剪 接 ;， 泳 道 16: 经 高 速 离心 纯化 得 
到 的 组 分 ， 取 代 细 胞 核 提取 物 。 左 侧 贺 点 指示 分 
子 内 交 联 产生 的 条 带 ;，E2 代表 外 显 子 2。 
(Source; Sontheimer E. J. and J.A.Steitz, The 
US and U6 small nuclear RNAs as active site com- 
ponents of the spliceosome. Science 262 (24 Dec 
1933) f.3. p. 1991. Copyright © American Asso- 
ciation for the Advancement of Science. ) 


如 何 确 知 在 套 索 状 中 间 体 形成 之 前 U6 已 完成 
了 与 剪接 底 物 的 结合 ? David Wassarman 和 Joan 
Steitz 用 另 一 种 交 联 实验 和 Northern 印迹 实验 证 明 


了 这 一 点 。 与 直接 在 剪接 底 物 中 挫 人 交 联 试剂 不 同 ， 。 时 间 内 ， 显 示 与 剪接 底 物 相 结合 的 RNA 种 类 。 
研究 者 将 交 联 试剂 [ 补 骨 脂 素 〈psoralen)] 添 加 到 溶 图 14. 16 显示 了 补 骨 脂 素 交 联 实验 的 结果 ， 证 
液 中 ， 该 实验 方案 的 缺点 是 交 联 试剂 不 能 进入 剪接 HUS 与 剪接 底 物 之 间 的 结合 〈 以 及 其 他 RNA- 
体 的 活性 位 点 ， 无 法 显示 形成 的 RNA-RNA 复合 。 RNA 的 结合 ) 。Wassarman 和 Steitz 采取 的 实验 步 
物 , 但 也 有 其 优点 ， 那 就 是 能 够 在 剪接 反应 的 任何 。 RUF. 


(a) (b) 
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图 14. 16 ”剪接 复合 体 的 二 维 电泳 检测 。 (a) 含有 Ul, U2, U4 和 U5 的 复合 体 。Wassarman 和 Steitz 
利用 生物 素 标记 的 剪接 前 体形 成 剪接 复合 体 ， 用 补 骨 脂 素 交 联 复合 体 中 的 RN 子 。 用 msG 抗体 识别 
BR U6 以 外 的 snRNPA) 沉淀 含 snRNP 的 复合 体 ， 然 后 用 链 霸 亲 和 素 磁 珠 分 离 含 剪接 前 体 的 复合 物 。 接 
下 来 ， 用 [PP] pCp 和 RNA 连接 酶 对 复合 体 中 RNA 进行 末端 标记 ， 随 后 对 复合 物 进行 水 平一 维 凝 胶 
电泳 ， 在 254nm 紫外 线条 件 下 解 离 复 合体 ， 然 后 进行 垂直 二 维 凝 胶 电泳 〈 如 图 上 方 所 示 )。 图 右 侧 标 出 
分 子 标准 的 位 置 ， 以 此 鉴定 复合 体 的 RNA。 图 下 方 标明 了 复合 体 中 的 混合 RNA。 有 时 ， 两 个 或 更 多 的 
复合 体会 共 纯化 ， 如 U2/U4/U6, UL 的 内 交 联 分 子 、U2- 套 索 复合 体 。(b) A U6 的 复合 体 。 由 于 U6 
无 mG 帽子 结构 ，Wassarman 和 Steitz 利用 生物 素 标记 的 U6 FETE ER RT AAI RAR 
U6-snRNP 的 复合 体 ， 其 他 情况 同 图 (a) 中 所 述 。 图 右 侧 标 出 分 子 标准 的 位 置 ， 以 此 鉴定 含有 剪接 底 
物 、 套 索 分 子 、U2 的 U6 复合 体 ， 在 前 两 个 复合 物 中 并 没有 检测 到 Us 的 存在 ， 但 U6 确实 存在 ， 因 为 
这 两 个 复合 体 是 利用 U6 特异 性 探 针 第 选 到 的 。Sm 是 指 能 够 与 来 自 红斑 狼疮 患者 的 抗 snRNP 的 抗 血清 
发 生 免 疫 共 沉淀 反应 的 snRNA， 这 种 抗 血 清 能 够 与 存在 于 U1、U2、U4、U5 和 U6 snRNP 中 的 一 组 蛋 
白质 (Sm 蛋白 ) 发 生 反应 ; Sub 是 指 剪接 底 物 。 (Source: Wasserman, D. A. and J. A. Steliz. Interactions 
of small nuclear RNA’s with precusor messenger RNA during in vitro splicing. Science 257 (25 Sept 1992) 
{.2, p. 1919. Copyright © American Association for the Advancement of Science. ) 


1. 将 用 生物 素 标记 的 腺 病毒 主要 晚期 剪接 底 物 “剪接 底 物 易于 被 纯化 。 
与 HeLa 细胞 的 核 提 取 物 共同 钴 育 30min， 使 腺 病毒 2. 向 混合 物 中 加 入 补 骨 脂 素 ， 并 在 365nm 光照 
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HE FRB 60min， 使 剪接 复合 体内 的 RNA 发 
生 交 联 。 

3. 通过 双 步 选 择 ， 收 集 所 有 剪接 复合 体 。 按 照 
定义 ， 这 些 复合 体 应 该 包含 两 种 物质 ，snRNP 和 前 
接 前 体 或 套 案 状 中 间 体 。 对 snRNP 进行 二 步 选 择 ， 
第 一 步 是 分 离 含 有 snRNP (Ul、U2、U4、U5 和 
U6) 的 复合 体 。 除了 US 之 外 ， 所 有 其 他 snRNP 均 
AA =F RSM (mG) 结构 ， 因 此 可 通过 能 与 
msG 发 生 免 疫 沉淀 反应 的 抗体 而 有 选择 地 筛选 复合 
体 。 为 得 到 含 U6 的 复合 体 ， 研 究 者 利用 生物 素 标 
记 的 U6 HERR, MAA U6 的 复合 体会 与 
VIBHA, LAA AR (streptavidin) 
可 与 生物 素 紧 密 结合 ， 含 U6 MAAK HB RA 
素 磁 珠 一 起 形成 沉淀 。 第 二 步 ，Wassarman 和 
Steitz 利用 链 霉 亲 和 素 磁 珠 ， 从 第 一 步 获得 的 复合 体 
中 筛选 具 生物 素 标记 剪接 底 物 复合 体 。 这 种 方法 不 
能 用 于 含 Us 复合 体 的 筛选 ， 因 为 U6 复合 体 中 无 生 
物 素 标记 的 剪接 前 体 。 

4. 用 RNA 连接 酶 将 [5'-"P] pCp 连接 到 RNA 
分 子 的 3 端 ， 从 而 标记 所 选 复合 体 中 的 RNA, 

5. 将 筛选 出 的 并 经 标记 处 理 的 复合 体 进 行 一 维 
WERE LIK. 

6. 电泳 结束 后 ， 将 凝 胶 于 254nm 光照 条 件 下 昭 
射 20min， 破 坏 复合 体 中 RNA 分 子 间 的 交 联 。 

7. 将 凝 胶 调转 90" 后 ， 进 行 二 维 秦 胶 电泳 。 

8, 将 凝 胶 进行 放射 自 显影 ， 检 测 标记 的 RNA. 

交 联 逆转 的 优点 非常 明显 ， 不 管 是 存在 于 复合 
体 中 还 是 以 游离 状态 单独 存在 ，RNA 分 子 的 电泳 迁 
移 率 不 会 发 生 改变 ， 放 射 自 显影 后 ， 这 些 RNA 分 
子 在 凝 胶 上 应 该 排列 成 一 条 对 角 线 。 然 而 ， 因 交 联 
逆转 导致 复合 体 分 离 并 产生 游离 的 RNA， 这 些 单 体 
RNA 分 子 在 二 维 电泳 时 泳 动 速率 加 快 ， 出 现在 对 角 
(a) 

相 子 国 国 GUAUGU 一 一 一 
结构 
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-UAAUAACA- A256 内 含 子 
-AUUAU GU- U37 抑 制 突变 


线 的 下 方 ， 从 而 使 之 与 复合 体 分 开 。 因 此 可 以 通过 
迁移 率 鉴 定 这 些 RNA。 图 14. 16 显示 的 复合 体 其 形 
成 涉及 UI、U2、U4、U5、 剪 接 底 物 以 及 套 索 状 中 
间 体 。U6 能 与 剪接 底 物 、 套 索 状 中 间 体 形成 复合 
体 ， 在 图 14. 16 中 很 难 发 现 U6 的 存在 ， 但 底 物 和 
中 。 由 于 复合 体 是 
通过 U6 特异 性 赛 核 苷 酸 得 选 出 来 的 ， 所 以 我 们 可 
认定 U6 的 存在 。 由 此 可 见 ， 在 剪接 的 起 始 步骤 前 
后 ，U6 均 与 剪接 底 物 结合 在 一 起 。 由 于 U2 snRNA 
与 U6 snRNA 具有 互补 配对 的 碱 基 序列 ， 推 测 U2 
与 U6 可 形成 复合 体 ， 本 实验 也 证 实 了 U2-U6 复合 
体 的 存在 。U2 与 U6 间 的 碱 基 配 对 有 助 于 剪接 体 活 
性 位 点 结构 的 形成 ， 相 关内 容 将 在 本 章 后 面 介绍 。 
以 标记 的 反 义 snRNA 作 探 针 ， 通 过 Norther 印迹 鉴 
定 了 每 个 复合 体 中 snRNP 的 种 类 。 用 U6 的 反 义 
RNA 为 探 针 检测 到 了 U6- 底 物 和 U6- 套 索 复合 体 的 
存在 ， 并 表明 U6- 套 索 复合 体 是 在 剪接 反应 开始 的 
15min 内 形成 的 。 

小 结 “ 通 过 U6 snRNA 与 内 含 子 5 -前 接 位 
点 间 的 碱 基 配 对 ，U6 snRNP 可 结合 在 内 含 子 的 
5 端 。 在 形成 套 索 状 中 间 体 之 前 ，U6 snRNP 已 
完成 与 内 含 子 的 结合 ， 但 剪接 的 第 一 步 完 成 后 ， 
其 性 质 可 能 发 生 了 改变 。U6 与 前 接 底 物 的 结合 
是 进行 正常 剪接 反应 所 必需 的 ， 在 剪接 过 程 中 ， 
U6 也 可 能 与 U2 结合 。 

U2 snRNP ”如 图 14. 17 所 示 ， 藤 母 分 支点 保守 一 
致 性 序列 与 U2 snRNA 的 序列 互补 ， 遗 传 学 分 析 表 明 
两 者 之 间 的 碱 基 配对 是 剪接 所 必需 的 。Christine 
Guthrie 及 同事 为 这 一 论点 提供 了 遗传 学 证 据 ， 研 究 
者 通过 突变 分 析 证 实 ， 分 支 位 点 突变 可 抑制 剪接 ， 而 
且 这 种 抑制 效应 可 被 U2 基因 的 补偿 突变 所 逆转 。 


(b) 
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图 14. 17 ”酵母 U2 与 分 支 位 点 序列 的 碱 基 配 对 。(a) 推测 的 野生 型 酵母 U2 与 分 支点 不 变 序列 间 的 碱 基 
配对 。 注 意 ， 突 出 的 分 支点 A《〈 上 方 ) 不 参与 碱 基 配 对 。 (b) 推测 的 野生 型 和 突变 型 U2 及 分 支点 间 的 
碱 基 配对 。 红 色 字 母 (A) 表示 分 别 在 分 支 位 点 的 第 256 位 和 第 257 位 碱 基 处 引入 的 突变 碱 基 ， 绿 字母 
(U) 表示 在 U2 内 引入 的 补偿 性 突变 . (Source:; Adapted from Parker R. ，P. G. Sliciano, and C. Guthrie, 
Recognition of the TACTAAC box during mRNA splicing in yeast involves base pairing to the Us-like 


snRNA. Cell 49; 230, 1987.) 
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为 开展 相关 的 实验 工作 ， 研 究 者 利用 带 有 ac- 
ti HISA 融合 基因 的 组 氨 酸 依赖 型 酵母 突变 菌株 ， 
其 中 actin 部 分 包含 一 个 内 含 子 ， 如 果 这 个 融合 基因 
的 转录 物 被 正确 剪接 ， 则 融合 基因 的 HISt 部 分 就 
能 编码 产生 有 活性 的 蛋白 质 ， 可 以 将 组 氨 酸 前 体 组 
氨 醇 转化 为 组 氨 酸 ， 该 突变 菌株 就 可 在 含 组 氨 醇 的 
培养 基 上 存活 。 接 着 ， 研 究 者 在 剪接 分 支 位 点 处 引 
人 突变 。 其 中 之 一 是 将 第 257 位 碱 基 U 突变 为 A， 
即 分 支点 保守 一 致 性 序列 由 UACUAAC 突变 为 
UACAAAC, Sill 95 站 的 剪接 事件 被 抑制 ， 该 突变 菌 
株 在 含 组 氨 醇 的 培养 基 上 不 能 存活 ; 另 一 个 突变 是 
将 第 256 位 碱 基 C 突变 为 A， 即 分 支 位 点 保守 一 致 
性 序列 由 UACUAAC 突变 为 UAAUAAC， 则 50% 
的 剪接 事件 被 抑制 。 


图 14.18 
(a) A257 


为 检测 U2 突变 对 分 支点 序列 突变 的 抑制 效应 ， 
Guthrie 及 同事 将 携带 U2 突变 基因 的 质粒 转 人 酵母 
细胞 。 为 筛选 转化 细胞 ， 研 究 者 使 质粒 带 有 选择 标 
LEU 基因 《宿主 细胞 为 LEU- )。 由 于 酵母 突变 
细胞 的 U2 基因 只 有 一 个 拷贝 ， 突 变 后 会 导致 其 他 
所 有 基因 的 剪接 无 法 正常 进行 ， 所 以 还 需 为 转化 细 
胞 提供 一 个 额外 的 U2 基因 拷贝 。 图 14, 18 显示 ， 
突变 的 U2 恢复 了 与 突变 分 支点 的 碱 基 配 对 ， 从 而 
恢复 了 正常 的 剪接 反应 。 这 种 情况 在 A257 突变 体 
内 尤为 明显 ， 在 野生 型 U2 存在 条 件 下 没有 观察 到 
该 突变 体 的 生长 ， 但 在 突变 型 U2 存在 条 件 下 ，U2 
恢复 了 与 突变 分 支点 的 碱 基 配对 ， 该 突变 菌株 能 够 
快速 生长 。 


通过 突变 抑制 证 明 U2 snRNP 与 分 支点 的 碱 基 配 对 。 


(b) A256 


将 A257 (a) 和 A256 (b) 突变 体 培养 在 HOL 培养 基 上 ， 在 野 
生 型 菌株 和 U2 抑制 突变 菌株 存在 的 情况 下 ， 衡 量 突变 菌株 在 培 
养 基 上 的 生长 状况 。 每 一 细胞 菌落 下 方 的 缩写 标明 了 细胞 内 U2 
的 性 质 。UT: 未 转化 (无 U2 基因 导入 ); WT: 野生 型 U2 基 
FA; U36: 能 够 恢复 与 A257 位 碱 基 配对 的 U2 突变 ; U37， 能 够 
恢复 与 A256 位 碱 基 配对 的 U2 突变 ; LP: BA U2 质粒 的 菌落 。 
FPM O 表示 正 对 照 菌株 ， 含 有 野生 型 融合 基因 ， 无 额 
外 的 U2 基因 拷贝 ! 每 个 平 骨 的 一) 表示 阴性 对 照 菌株 ， 无 融 
合 基 因 . (Source; Parker R. P.G. Siciliano, and C. Guthrie, 
Recognition of the TACTAAC box during mRNA splicing in yeast 
involves base pairing to the U2-like snRNA. Cell 49 (24 Apr 1987) 
£3, p. 232, Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


除了 能 与 分 支点 进行 碱 基 配 对 外 ，U2 也 能 与 
U6 进行 碱 基 配 对 。 基 于 这 两 类 RNA 的 碱 基 序列 可 
推测 两 者 间 会 发 生 结合 ，Guthrie 及 同事 通过 遗传 学 
分 析 为 U2 与 U6 间 的 碱 基 配 对 提供 了 直接 证 据 。 首 
先 ，Guthrie 及 同事 发 现 ， 酵 母 U6 的 ACG 序列 突 
变 会 产生 致死 表 型 ， 该 序列 能 与 U4 snRNA 发 生 碱 
基 配 对 。 研 究 者 通过 两 种 途径 证 实 ， 这 些 突变 体 干 
扰 U6 snRNA 与 U4 碱 基 配 对 并 不 是 致死 表 型 产生 
的 原因 。 首 先 ， 研 究 者 在 U4 内 引入 能 够 破坏 U4 与 
U6 之 间 碱 基 配 对 的 突变 ， 并 不 影响 细胞 的 正常 生 
长 ; 其 次 , 但 当 U6 发 生 致死 突变 后 ， 即 使 在 U4 中 
引入 能 够 恢复 与 突变 U6 碱 基 配对 的 补偿 突变 ， 也 
不 能 抑制 U6 的 致死 突变 效应 。 

很 显然 ， 除 了 干扰 与 U4 间 的 相互 作用 外 ，U6 
发 生 的 致死 突变 还 干扰 了 U6 与 其 他 分 子 间 的 相互 
作用 。Hiten Madhani 和 Christine Guthrie 证 明 ，U2 


是 另 一 个 能 够 与 U6 相互 作用 的 分 子 。 在 U6 的 第 
56 一 59 位 碱 基 引入 致死 突变 ， 而 这 些 突变 可 以 被 
U2 的 第 23 位 、 第 26 一 28 位 碱 基 的 补偿 突变 所 抑 
制 ， 因 为 突变 了 的 U2 可 以 恢复 与 突变 U6 间 的 碱 基 
配对 。U2 与 U6 间 的 关键 碱 基 配 对 区 称 为 螺旋 1, 
图 14. 22 总 结 了 这 一 结构 的 特点 。 

其 他 研究 者 〈Jian Wu 和 James Manley 以 及 
Ban-shidar Datta 和 Alan Weiner) 利用 相同 的 遗传 
分 析 策略 ， 研 究 了 哺乳 动物 细胞 的 剪接 效率 。 结 果 
表明 ，U2 的 5' 端 与 U6 的 3 端 也 能 发 生 相互 作用 ， 
形成 的 碱 基 配 对 区 称 为 螺旋 I。Uz2 突变 能 够 被 U6 
恢复 碱 基 配 对 的 补偿 突变 所 抑制 。 这 种 相互 作用 在 
酵母 是 非 必需 的 ， 但 对 哺乳 动物 是 必需 的 ， 至 少 可 
提高 剪接 效率 。 

小结 U2 snRNA 能 够 与 剪接 分 支 位 点 的 保守 序 
列 进行 碱 基 互 补 配对 。 这 种 碱 基 配对 是 剪接 反应 
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MARN. U2 与 Us BROKER T 

Wie LEAR, HASN siRNP 具有 定位 功 

能 。 此 外 ，U2 的 5' 端 与 U6 的 oma 

作用 ， 形 成 的 碱 基 配对 区 称 为 螺旋 II 这 一 区 域 

对 于 吊 乳 动物 细胞 的 剪接 十 分 重要 ， 但 对 酵母 细 

胞 而 言 则 是 非 必需 的 。 

Us snRNP 我 们 已 经 了 解 了 有 关 Ul、U2 和 

U6 snRNP 参与 剪接 的 证 据 。 那么，U5 的 作用 如 
何 ? U5 与 其 他 snRNP 或 剪接 底 物 的 保守 序列 无 明 
显 互补 性 ， 但 U5 可 能 与 两 个 外 显 子 相 结合 ， 在 前 
接 的 第 二 步 将 外 显 子 放置 在 适当 位 置 处 。 
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Sontheimer 和 Steitz 用 4-thioU 取代 剪接 底 物 碱 
基 的 方法 ， 为 剪接 过 程 中 U5 与 两 个 外 显 子 末端 发 
生 相互 作用 提供 了 证 据 。 在 其 中 一 个 实验 中 ， 研 究 
者 用 4-thioU 取代 腺 病毒 主要 晚期 剪接 底 物 的 第 二 
个 内 含 子 的 第 一 个 碱 基 C， 剪 接 底 物 仍 能 进行 正常 
剪接 。 将 4-thioU 与 靠近 第 二 个 外 显 子 5' 端 的 任 一 
snRNA 交 联 ， 在 剪接 进行 30min 后 ， 可 分 离 获 得 一 
个 二 联 体 复合 物 ， 即 U5/ 内 含 子 -E2 (图 14.19)。 
此 时 第 一 步 剪 接 反应 早已 完成 ， 许 多 其 他 的 复合 体 
也 已 形成 ， 但 在 这 里 对 这 些 复合 体 并 不 做 讨论 。 
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图 14. 19 US 与 第 二 个 外 显 子 5 端 形 成 的 复合 体 的 检测 。 (a) 复合 体 的 形成 。Sontheimer 和 Steitz 
将 4-thioU 引 人 到 标记 剪接 底 物 的 第 二 个 外 显 子 的 第 一 个 碱 基 处 ， 然 后 ， 在 剪接 过 程 的 不 同时 间 段 
内 ， 使 之 与 邻近 的 RNA 交 联 。 电 瀛 交 联 产 物 并 放射 自 显影 检测 。 位 于 凝 胶 上 方 的 双 联 体 U5/ 内 含 
子 -E2 产生 于 剪接 过 程 的 后 期 约 30min 后 )， 泳 道 的 标注 同 图 14. 15。(b) 复合 物 中 RNA 的 鉴定 。 
Sontheimer 和 Steitz 在 剪接 开始 30min 后 照射 剪接 混合 物 ， 使 之 形成 交 联 物 。 将 能 够 与 U5 及 其 他 
RNA 分 子 互补 的 DNA RARS ZRH, RAMA RNase H， 降 解 与 赛 核 苷 酸 杂 交 的 
RNA， 电 泳 后 放射 自 显影 检测 。 泳 道 1 和 5: 无 寡 核 苷 酸 ， 泳 道 2， 外 显 子 1 RRM, Katt 
3: 内 含 子 反 义 赛 核 苷 酸 ， 泳 道 4， 外 显 子 2RLRAM, 泳 道 6，U5 反 义 究 核 萌 酸 。 内 含 子 反 义 
FARM, EF 2 RLM. US 反 义 寒 核 苷 酸 均 有 助 于 复合 体 解 离 ， 表 明 此 复合 体 是 由 内 含 
子 、 第 二 个 外 显 子 及 US 组 成 。( Source: Sontheimer E. J. and J. A. Steitz. The US and U6 small nuclear 
RNAs as active site components of the spliceosome. Science 262(24 Dec 1993)f.4, p. 1992. Copyright © 
American Association for the Advancement of Science. ) 
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为 验证 这 个 二 联 体 复合 体 确实 包含 U5、 内 含 子 。 即刻 停止 反 转 录 而 产生 特定 长 度 的 DNA 片段 , 其 
和 E2 等 组 分 ，Sontheimer 和 Steitz 利用 能 与 这 些 “长度 相当 于 引物 结合 位 点 与 交 联 位 点 之 间 的 距离 。 
RNA 互补 的 DNA SRE RMRAARHETRS, R 。 因此 ,根据 这 些 信息 就 可 准确 地 确定 发 生 交 联 的 位 
后 用 RNase H 处 理 ，RNase H 可 降解 RNA-DNA 杂 A. 图 14.20 显示 了 引物 延伸 阻 断 实 验 结 果 。 图 
交 分 子 中 的 RNA 部 分 。 图 14. 19 BAR, 与 U5、 内 ”14.20a 和 图 14. 20b 表明 ， 不 管 是 以 完整 的 剪接 底 
AFA E 互补 但 不 与 第 一 个 外 显 子 互补 的 赛 聚 核 = 物 为 模板 还 是 以 第 一 个 外 显 子 为 模板 ， 均 能 证 明 US 
苷 酸 可 协助 RNase H 降解 复合 体 。 因 此 ， 复 合体 显 ”中 有 2 个 相 邻 的 U 与 第 一 个 外 显 子 的 最 后 一 个 碱 基 
然 包 含 U5 和 内 含 子 -外 显 子 2 剪接 中 间 体 , 且 U5 ”发 生 了 交 联 。 暂 略 过 图 14. 20c， 图 14. 20d 表明 ， 
与 第 二 个 内 含 子 的 相互 作用 具有 位 点 特异 性 ， 因 为 US 中 相 邻 的 2 个 如 不 仅 与 第 一 个 外 显 子 的 最 后 一 
用 4-thioU 取代 剪接 底 物 的 第 二 个 外 显 子 的 第 二 个 。 个 碱 基 发 生 交 联 ， 而 且 其 中 的 一 个 U 连同 其 相 邻 的 
碱 基 后 ， 无 双 分 子 RNA 复合 体 的 形成 。 C 还 与 第 二 个 外 显 子 的 第 一 个 碱 基 发 生 了 交 联 。 图 

为 鉴定 U5 或 U6 分 子 中 参与 4-thioU 与 剪接 底 。 14.20c 显示 ，U6 中 有 4 个 碱 基 与 内 含 子 的 第 二 个 
物 交 联 的 碱 基 ，Sontheimer 和 Steitz 开发 了 引物 延 WERE TR. M U5 的 研究 结果 表明 ，U5 
伸 阻 断 法 (primer extension blockage) 。 研 究 者 以 与 snRNP 能 与 第 一 个 外 显 子 的 3' 端 及 第 二 个 外 显 子 的 
snRNP 序列 互补 的 寡 核 苷 酸 为 引物 ， 对 复合 体 中 的 ”5 端 结合 〈 见 图 14. 21 的 说 明 )， 从 而 将 两 个 外 显 子 
snRNP 进行 反 转录 ， 当 过 到 交 联 位 点 时 ， 反 转录 酶 。“ 置 于 利于 剪接 的 位 置 处 。 
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图 14.20 “与 位 于 剪接 底 物 不 同位 点 处 的 4-thioU 发 生 交 联 的 snRNP 碱 基 监 定 。Sontheimer 和 Steitz 利用 
引物 延伸 实验 ， 确 定 了 US 和 U6 与 4-thioU 发 生 交 联 的 碱 基 : 第 一 个 外 显 子 的 最 后 一 个 碱 基 [图 (a) 和 
(b) 中 的 Ad5-1]; 内 含 子 的 第 二 个 碱 基 [图 Cc) 中 的 Ad5 十 2]; 第 二 个 外 显 子 的 第 一 个 碱 基 [图 (d) 
中 的 Ad3 十 1]。 研 究 者 利用 这 些 RNA 分 子 形成 交 联 复合 物 ， 通 过 凝 胶 电 泳 分 离 复合 物 ， 添 加 U5 或 U6 
的 特异 引物 ， 进 行 引物 延伸 实验 分 析 。 图 (a)、(b)、(c) 中 的 前 4 个 泳 道 以 及 图 (Cd) 中 的 5~8 泳 道 是 
测序 泳 道 ， 使 用 的 引物 与 引物 延伸 实验 相同 。 标 有 “空白 ”的 泳 道 为 没有 模板 的 对 照 测序 泳 道 。 图 (a) 
和 (b) 中 的 泳 道 6， 图 〈c) 中 的 泳 道 6、8， 图 (d 中 的 泳 道 1 为 实验 泳 道 。 引 物 延 伸 实 验 所 使 用 的 复 
合 物 分 别 为，U5/ 剪 接 前 体 复合 物 [U5/pre8， 图 (a)]、U5/ 外 显 子 1 复合 物 [U5/El, 图 (b)]、U6/ 内 
会 子 - 外 显 子 2 复合 物 [U6/ 内 含 子 -E2， A (c)]、U5/ 内 含 子 -外 显 子 2 复合 物 [U5/ 内 含 子 -E2， 图 
(d)]。 其 他 泳 道 为 对 照 。“ 无 底 物 ” 是 反应 混合 物 中 没有 底 物 ， 从 对 应 于 有 底 物 时 复合 物 应 出 现 的 位 置 处 
割 下 空白 胶 条 ;“UV RNA” 是 无 底 物 提取 物 中 的 总 RNA;“pre-mRNA” 是 未 交 联 的 底 物 。 每 个 图 左 侧 
带 点 的 碱 基 表示 snRNP 上 发 生 交 联 的 位 点 . (Source: Sontheimer, E. J. and J. A. Steitz，The US and U6 
small nuclear RNAs as active site components of the spliceosome. Science 262 (24 Dec 1993) f.5, 
p. 1993. Copyright © American Association for the Advancement of Science. ) 
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W 14.21 通过 4-thioU 交 联 作用 所 揭示 的 US 和 
Us 与 剪接 底 物 间 相 互 作用 的 总 结 。 红 色 粗 体 U 
代表 引入 到 剪接 底 物 中 的 4-thioU， 点 线 表示 剪接 
底 物 的 4-thioU 与 snRNP 碱 基 间 的 交 联 ， 外 显 子 
1 为 蓝 色 ， 外 显 子 2 为 微 黄色 。 紫 色 小 圆 点 表示 
snRNA 5 端的 帽子 结构 。U5 的 作用 是 在 第 二 步 
剪接 时 将 两 个 外 显 子 放置 在 适当 位 置 处 。( Source: 
Adapted from Sontheimer, E.J. and J. A. Steitz, 
The US and U6 small nuclear RNAs as active site 
components of the spliceosome. Science 262: 
1995, 1993.) 


a U5 snRNA 能 与 一 个 外 最 子 的 最 后 一 
个 碱 基 和 下 一 个 外 显 子 的 第 一 个 碱 基 发 生 交 联 。 
可 能 的 作用 是 将 这 两 个 外 显 子 排列 在 一 起 便于 前 
接 。 
U4 snRNP ”我 们 对 U4 的 了 解 主要 是 关于 其 与 
U6 的 结合 。U4 snRNA 和 U6 snRNA 的 序列 提示 
我 们 ， 两 者 可 通过 碱 基 配 对 而 形成 两 个 树 : EL A 
A, 现在 已 有 证 据 表明 U4 与 U6 之 间 存 在 着 相互 
结合 作用 。 事 实 上 ， 在 图 14.16 中 已 显示 出 U4-U6 
复合 体 存在 的 强烈 信号 。 在 剪接 过 程 中 ，U4 是 否 具 
有 直接 作用 ? 很 显然 ，U4 在 剪接 过 程 中 并 没有 发 挥 
直接 作用 。 在 剪接 开始 时 ，U4 就 与 U6 解 离 ， 且 用 
温和 的 方法 即 可 使 U4 与 剪接 体 分 离 。 由 此 可 见 ， 
U4 的 作用 可 能 是 暂时 与 U6 结合 而 使 之 被 封闭 ， 直 
到 U6 参与 到 剪接 反应 中 。 值 得 注意 的 是 ，U6 序列 
中 与 U4 配对 形成 蕉 1 的 碱 基 也 能 够 与 U2 配对 (本 
章 前 面 讨论 过 ) 。U4 解 离 的 重要 性 在 于 使 U6 与 U2 
发 生 碱 基 配 对 ， 有 助 于 活性 剪接 体 的 形成 。 

另 一 个 有 趣 的 特点 是 ，U6 snRNA 基因 被 一 个 
mRNA 型 的 内 含 子 所 间断 。 至 少 有 两 种 酵母 存在 该 
AAF, RIRI A A ELE ( Schizosaccharomyces 
pombe) 和 红 冬 孢 酵母 《Rhodosporidium dacryoi- 
dum). 
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Ae US 可 与 U6 进行 碱 基 配 对 ， 其 作用 可 
能 是 与 U6 结合 ， 直 至 U6 需要 参与 到 剪接 反应 
时 , #4 才 与 06 MH. 至 少 在 两 种 酵母 中 ，Uf6 
基因 被 mRNA 型 内 含 子 所 间断 。 

snRNP 参与 mRNA 的 剪接 在 本 章 后 面 我 们 将 
了 解 到 ， 有 些 类 型 的 内 含 子 能 够 不 依赖 于 剪接 体 而 
进行 自我 剪接 (self-splicing)， 这 些 内 含 子 具有 自我 
剪接 所 需要 的 所 有 催化 活性 。 自 我 剪接 的 内 含 子 可 
分 为 两 类 ， 其 中 AARP AERP RET A 
我 剪接 ， 这 种 套 索 中 间 体 类 似 于 核 mRNA 剪接 过 程 
中 的 套 索 中 间 体 。 这 一 特点 促使 我 们 做 出 如 下 推测 ， 
剪接 体 的 snRNP 可 被 也 类 内 含 子 形成 的 相似 结构 所 
取代 ， 该 结构 可 将 外 显 子 1 和 外 显 子 2 并 列 放置 在 
一 起 , 便于 剪接 。 

图 14. 22 描述 了 剪接 体 剪接 模型 条 类 内 含 子 
剪接 模型 。 图 14. 22a 描述 的 模型 是 图 14. 21 所 示 核 
mRNA 第 二 步 剪接 模型 的 一 种 变形 。 图 14. 22b 为 也 
类 内 含 子 的 剪接 模型 。 值 得 关注 的 几 个 特征 如 下 。 
首先 ，U5 环 取代 了 IAA AFH ID 结构 域 ， 将 与 
之 结合 的 外 显 子 1 和 2 定位 在 利于 剪接 的 位 置 处 。 
ID 结构 域 的 RNA 序列 称 为 内 部 引导 序列 (internal 
guide sequence) ， 其 功能 是 引导 其 他 RNA 区 域 进入 
合适 位 置 以 利于 催化 剪接 。 其 次 ， 与 5 -剪接 位 点 发 
生 碱 基 配 对 的 U6 序列 区 取代 了 ANAF IC 结 
构 域 。 再 次 ，U2-U6 配对 形成 螺旋 1 类 似 于 IA 
含 子 的 V 结构 域 。 最 后 ，U2 与 分 支点 配对 形成 的 
螺旋 取代 了 开 类 内 含 子 的 VI 结 构 域 。 在 两 种 情况 
下 ,分 支点 A 周 围 的 碱 基 配 对 使 A 突出 ， 可 能 有 助 
于 A 发 挥 其 形成 分 支 的 功能 。 由 于 [I 类 内 含 子 是 具 
有 催化 功能 的 RNA [ 核 酶 〈ribozyme)]， 那 么 ， 图 
14. 22 中 两 种 模型 的 相似 性 表明 ， 取 代位 于 剪接 活 
性 中 心 的 开 类 内 含 子 元 件 的 snRNP 也 应 具有 催化 前 
接 反应 的 功能 。 

2000 年 ，RenrJang Lin 及 同事 提供 了 有 关 U6 
snRNA 确实 参与 催化 反应 的 证 据 。 研 究 者 的 论据 如 
下 。 内 含 子 的 剪接 是 通过 两 次 转 酯 反应 完成 的 〈 见 
图 14. 4) 。 转 酯 反应 过 程 中 ， 在 断 开 一 个 磷酸 二 酯 
键 的 同时 会 形成 另 一 个 新 的 磷酸 二 酯 键 。 例 如 ， 在 
第 一 步 转 栈 反应 中 ， 第 一 外 显 子 与 内 含 子 之 间 的 磷 
酸 二 栈 键 断裂 ， 在 分 支点 A 与 内 含 子 5 端 之 间 形 成 
一 个 新 的 磷酸 二 酯 键 ， 形 成 套 索 状 中 间 体 。 转 酯 反 
应 中 的 催化 剂 具 有 两 种 功能 ， 一 种 是 活化 亲 核 试剂 
(分 支点 A 的 2-OH); 另 一 种 是 稳定 离开 的 基 团 
《在 第 一 个 外 显 子 末 端 形成 3-OH 的 氧 原子 )。 金 属 
离子 (如 镁 离子 就 是 这 样 的 催化 剂 。I 类 内 含 子 
的 自我 剪接 确实 需要 镁 离子 的 参与 。 

Lin 及 同事 研究 发 现 ， 用 硫 取代 U6 snRNA 中 
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图 14. 22 ”剪接 体 活性 中 心 模型 与 开 类 内 含 子 活性 中 心 模型 的 比较 。(a) 剪接 体 。 这 是 图 14. 21 模型 的 
一 种 变形 ， 包 含 U2〈 棕 红色 )， 其 他 颜色 表示 同 图 14. 21 一 致 。 粗 体 A 为 分 支点 ， 粗 线条 代表 内 含 子 ， 
虚线 箭头 表示 外 显 子 1 对 内 含 子 -外 显 子 2 的 攻击 反应 。(b) 开 类 内 含 子 。 内 含 子 的 表示 方法 与 图 a 所 示 
剪接 体 中 的 相同 ， 只 显示 了 部 分 内 含 子 序列 ， 其 余 序 列 用 点 线 表 示 ， 数 字 指 明了 各 部 分 间 的 连接 。 有 色 , 
部 分 为 外 显 子 ， 粗 体 A 为 分 支点 ， 虚 线 箭头 表示 外 显 子 1 对 内 含 子 -外 显 子 2 的 攻击 反应 。 (Sources: 
(a) Adapted from Wise, J. A. , Guides to the heart of the spliceosome, Science 262; 1978, 1993, (b) 
Adapted from Sontheimer, E. J. and J. A. Steitzy The U5 and U6 small nuclear RNAs as active site compo- 
nents of the spliceosome. Science 262: 1995, 1993. ) 


的 一 个 氧 会 完全 阻 断 剪 接 反应 ， 这 种 取代 产生 的 前 
接 阻 断 效应 是 可 以 预知 的 ， 因 为 硫 取代 氧 后 会 阻碍 
U6 与 镁 离子 的 结合 。 如 果 此 关键 性 镁 离子 位 于 催化 
位 点 ， 这 就 意味 着 U6 在 催化 反应 中 也 发 挥 直 接 作 
用 。 如 果 事 实 确实 如 此 ， 那 么 ， 硫 取代 氧 产生 的 阻 
断 效应 就 可 被 添加 的 锰 离 子 所 逆转 ， 因 为 锰 离 子 具 
有 同 镁 离子 一 样 的 催化 作用 。 但 是 ， 与 镁 离子 不 同 
的 是 ， 锰 离子 可 与 RNA 结合 ， 尽 管 该 RNA 分 子 中 
的 一 个 关键 氧 原子 被 硫 所 取代 。 

Lin 及 同事 研究 发 现 ，U6 snRNA 中 因 硫 取代 氧 
而 产生 的 剪接 阻 断 效应 确实 可 被 锰 离 子 所 逆转 。 这 表 
明 在 剪接 体 的 催化 中 心 ，U6 能 够 与 镁 离子 结合 ， 
这 还 不 足以 证 明 镁 离子 就 位 于 催化 中 心 内 ， 因 为 即使 
不 在 催化 中 心 ， 金 属 离子 也 能 发 挥 催化 作用 。 

在 2001 年 ，Saba Valadkhan 和 James Manley 
为 RNA 催化 假说 提供 了 更 多 证 据 。 研究 者 将 体外 合 
成 的 U2 和 U6 snRNA 片段 混合 ， 然 后 加 入 含有 分 
支点 保守 序列 的 醇 母 内 含 子 寡 核 背 酸 片段 ， 研 究 表 
明 这 些 RNA 分 子 可 以 催化 与 第 一 步 剪 接 反应 相关 
的 转 酯 反应 。 在 正常 的 第 一 步 剪 接 反应 中 ， 由 分 支 
位 点 A 攻击 连接 第 一 个 外 显 子 与 内 含 子 之 间 的 磷酸 
ZERE (5 -剪接 位 点 )。 在 由 U2、U6 和 内 含 子 片 
段 所 催化 的 体外 反应 中 ， 由 于 没有 5 -剪接 位 点 ， 分 
支 位 点 A 会 攻击 U6 自身 的 磷酸 二 酯 键 ， 形 成 分 支 
状 寡 聚 核 苷 酸 。 图 14. 23 显示 了 在 该 反应 中 三 类 
RNA 分 子 之 间 的 碱 基 配 对 情况 、 参 与 催化 反应 的 核 


苷 酸 以 及 产物 的 可 能 结构 。 
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图 14.23 AOTFHRMAKS-SwWRR MH 
外 反应 。(a) 在 体外 ， 三 类 RNA 分 子 通过 碱 基 配 
对 形成 复合 体 ，U6 片段 〈 红 色 ) 位 于 顶部 ，U2 
FE BE) 位 于 中 间 ， 带 有 突出 分 支点 A ( 粗 
体 ) 的 分 支点 片段 〈(Br， 黑 色 ) 位 于 底部 ， 灰 色 箭 
头 指向 A52-G53 两 个 核 苷 酸 间 的 磷酸 二 酯 键 〈 黑 
色 )， 这 个 磷酸 二 酯 键 是 分 支点 A 的 攻击 对 象 。 虚 
线 箭头 连接 的 碱 基 为 在 紫外 光 下 ，U6 和 U2 中 能 
够 发 生 交 联 的 碱 基 。(b) 产物 可 能 的 化 学 结构 。 
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在 不 同 的 反应 条 件 下 ，Valadkhan 和 Manley 将 标 
CHALLE RAR (Br) 添加 到 含有 U2 和 
U6 snRNA 的 混合 体系 中 。 图 14. 24 给 出 了 实验 的 结 
SR. 图 14. 24a 显示 ， 在 反应 进行 到 24h 后 形成 了 产 
物 X， 纯 化 后 进行 凝 胶 电 泳 可 显示 该 产物 的 存在 。X 
产物 的 形成 依赖 于 U2 和 U6 片段 的 同时 存在 ， 当 反 
(a) 


(b) (d) 
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应 体系 被 加 热 到 接近 U2-Us 复合 体 的 熔 解 温度 时 ，X 
产物 的 合成 反应 被 阻 断 。 由 此 可 见 ，U2 和 U6 片段 
都 是 该 反应 所 必需 的 。 图 14. 24b 和 图 14. 24c BR, 
在 反应 进行 到 2h 后 ，X 产物 呈 线 性 增加 ， 一 直 持续 
到 接近 20h， 该 反应 可 被 添加 更 多 的 U2 和 U6 片段 
所 促进 ， 直 至 浓度 达到 2pmol/L 的 饱和 水 平 。 
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图 14. 24 RNA X 产 物 的 形成 。(a)》 通过 SDS-PAGE 方法 检测 RNA X. Valadkhan 和 Manley 将 体外 合 
成 的 U2 snRNA, U6 snRNA 和 Br 片段 混合 ， 在 Mg** 存在 的 条 件 下 ， 孵 育 Oh 或 24h， 然 后 电泳 。(b) 
反应 的 时 间 曲 线 。(c) 反应 对 U2 和 U6 的 依赖 性 。(d) RNA X 对 热 熔 解 反应 的 抗 性 。 泳 道 3 为 未 被 加 
热 的 RNA X 的 电泳 迁移 情况 ; 泳 道 4 90°C AMAA Smin 后 ，RNA X 的 电泳 迁移 情况 ， 两 者 没有 任何 差 
异 。 泳 道 1 和 2 是 分 别 用 U6 和 Br 片段 所 做 的 对 照 实验 。(e) 未 被 加 热 的 RNA X 产物 在 8%〈 瀛 道 1 一 
3) 16% 〈 泳 道 4 一 6) 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 的 泳 动 行为 异常 。(f) 不 同 浓度 的 各 种 二 价 金属 离子 对 反 
应 的 影响 ,金属 离子 的 浓度 标注 在 各 泳 道 的 下 方 ， 各 反应 的 产物 量 标注 在 每 个 泳 道 的 上 方 ,(Source: Re- 
printed with permission from Nature 413; from Valadkhan and Manley fig. 2, p.702. © 2001 Macmillan 


Magazines Limited. ) 


相同 的 系列 实验 结果 也 表明 ，RNA X 产物 可 能 
含有 分 支点 核 背 酸 。 图 14. 24d 显示 ，RNA X 不 可 
能 由 U2 和 U6 通过 强 碱 基 配 对 形成 的 ， 因 为 RNA 
X 能够 抵抗 90'C 的 高 温 处 理 ， 所 以 RNA X 的 形成 
显然 涉及 RNA 分 子 间 的 共 价 结合 ， 而 不 只 是 RNA 
分 子 间 的 碱 基 配 对 。 图 14. 24e 表明 ，RNA X 具有 
异常 的 电泳 行为 。 在 8 兴 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 ，RNA 
XX 迁移 的 位 置 恰 好 位 于 87nt 分 子 标记 的 上 方 GE 
W, EARRA LF, RNA X 迁移 的 位 
置 恰好 位 于 236nt 分 子 标记 的 下 方 〈 右 侧 )， 显 示 出 
分 支 状 RNA 分 子 的 电泳 特征 〈 见 图 14.5)。 图 
14. 24f 表明，RNA X 产物 的 形成 依赖 于 Mg** 的 存 
在 ，Ca”* 能够 取代 Mgt 的 作用 ， 但 效率 不 高 ， 而 
Mn? 对 该 反应 根本 无 促进 效应 。 

接着 ，Valadkhan 和 Manley 标记 Br 及 U2 和 
U6 片段 的 5' 端 和 3' 端 ， 反应 结束 后 发 现 ，RNA X 
出 现 来 自 U6 和 Br 的 末端 标记 信号 , 但 没有 U2 的 
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标记 信号 。 所 以 ，RNA X 的 组 分 包含 U6 和 Br, 但 
没有 U2。 同 时 ，U6 和 Br 不 仅 通过 碱 基 配对 连接 在 
一 起 ， 而 且 这 两 个 RNA 分 子 还 可 能 发 生 共 价 连接 。 
Valadkhan 和 Manley 的 研究 还 表明 ， 封 闭 Br 和 UG 
的 5' 端 (分别 进行 脱 磷酸 和 引入 环 磷酸 盐 ) 并 不 能 
抑制 RNA X 的 形成 。 由 此 可 见 ， 这 两 个 RNA 分 子 
的 5' 端 没有 参与 分 子 间 的 连接 ， 连 接 一 定 发 生 在 
RNA 分 子 的 内 部 ， 从 而 产生 “X” 形 产物 。 

最 后 ，Valadkhan 和 Manley 定位 了 这 两 个 RNA 
分 子 中 与 Br 的 分 支点 A， 以 及 与 U6 固定 序列 AGC 
中 A53 和 G54 之 间 的 磷酸 发 生 连 接 的 位 点 〈 见 图 
14. 23)。 为 定位 连接 位 点 ， 他 们 采用 相同 的 引物 延伸 
分 析 法 ， 即 在 分 析 4-thioU 与 U5 和 Us 及 剪接 底 物 的 
交 联 位 点 时 采用 的 定位 方法 〈 图 14. 20)， 同 时 对 末 
端 标 记 的 RNA X 进行 化 学 切割 处 理 ， 以 鉴定 因 
RNA-RNA 相互 作用 而 阻止 切割 的 核 苷 酸 。 

这 些 实验 的 结果 表明 ， 在 没有 蛋白 质 协助 下 ， 


Mg’, U2, U6 和 Br 能 够 催化 类 似 于 第 一 步 剪 接 
反应 。 当 然 ， 这 个 反应 与 第 一 步 剪 接 反 应 并 不 完全 
相同 ， 因 为 底 物 中 没有 可 供 分 支点 A 攻 击 的 5 -剪接 
位 点 。 然 而 ， 被 攻击 位 点 存在 于 U6 上 情况 并 不 是 
没有 先例 的 : 在 体外 ， 有 时 会 发 生 异常 剪接 ， 被 攻 
击 位 恰好 位 于 U6 的 碳 骨 架 上 。 在 酵母 U6 确 
实 发 现 有 一 个 内 含 子 插 入 到 邻近 保守 序列 AGC 的 位 
点 处 ， 这 种 插 人 可 能 是 分 支 位 点 A 对 U6 而 不 是 5- 
剪接 位 点 进行 异常 攻击 的 结果 。 

综 上 所 述 ， 这 些 研究 结果 强烈 表明 ， 剪 接 体 催 
化 中 心 涉及 Mg  、 能 够 进行 碱 基 配 对 的 U2 
snRNA, U6 snRNA 和 内 含 子 分 支点 序列 。 在 体内 
也 可 能 需要 蛋白 质 的 参与 ， 但 在 体外 ， 至 少 在 这 些 
实验 条 件 下 ， 催 化 中 心 显然 不 需要 蛋白 质 的 参与 。 


小 结 “ 即 将 进行 第 二 步 剪 接 反应 的 剪接 体 
CREM. U2, US 和 US) 的 结构 特征 可 以 从 处 于 
相同 剪接 阶段 的 开 类 内 会 子 的 结构 特点 推 知 。 因 
而 ， 开 类 内 含 子 中 位 于 催化 活性 中 心 的 元 件 似乎 
可 以 被 剪接 体 的 soRNP 所 取代 ， 这 些 元 件 可 能 
具有 剪接 体 的 催化 活性 。 剪接 体 催化 中 心 显然 包 
48 Mg** 和 通过 U2 snRNA、U6 snRNA 和 内 会 
子 分 支点 序列 间 碱 基 配 对 形成 的 复合 体 。 这 三 类 
无 蛋白 质 组 分 的 RNA 片段 可 催化 与 第 一 步 剪 接 
有 关 的 反应 。 


剪接 体 的 组 装 及 功能 


剪接 体 由 多 种 组 分 逐 级 组 装 而 成 ， 包 括 蛋 白质 
和 RNA。 剪 接 体 组 装 的 部 分 次 序 已 经 明确 。 我 们 将 
剪接 体 的 组 装 、 功 能 行使 解体 称 为 剪接 体循环 
(spliceosome cycle), WERT WAT, FF 
了 解 细胞 通过 对 剪接 体 组 装 过 程 的 控制 ， 调 节 剪 接 
反应 的 质量 和 数量 ， 实 现 调控 基因 表达 的 目的 。 

剪接 体循环 ”在 多 个 研究 小 组 首次 分 离 出 剪接 
体 之 时 ， 出 人 意料 的 是 ， 研 究 者 并 没有 发 现 Ul 
snRNP 的 存在 ， 而 U1 确实 能 够 通过 RNA-RNA 间 
的 碱 基 互补 配对 而 与 5 -剪接 位 点 结合 ， 是 起 始 剪接 
所 必需 的 。U1 的 确 是 剪接 体 的 组 成 部 分 ， 但 可 能 由 
于 当时 纯化 剪接 体 的 方法 过 于 苛刻 ， 导 致 U1l 发 生 
解 离 。Stephanie Ruby 和 John Abelson 于 1988 年 发 
M, Ul 是 最 先 与 剪接 前 体 结合 的 snRNP。 他 们 设 
计 了 一 个 十 分 巧妙 的 实验 方案 来 研究 剪接 体 的 组 装 
过 程 。 首 先 通过 生物 素 - 抗 生 物 素 蛋白 连接 (bioton- 
avidin linkage) 将 锚 定 RNA 结合 在 琼脂 糖 珠 上 ， 然 
后 使 酵母 premRNA 与 锚 定 RNA 进行 杂交 ， 从 而 将 
酵母 premRNA 固定 在 琼脂 糖 珠 上 。 在 不 同时 间 段 
内 添加 酵母 细胞 核 提取 物 ， 洗 除 未 结合 的 物质 ， 然 


后 洗 脱 RNA， 进 行 电泳 、 印 迹 ， 然 后 用 针对 各 剪接 
体 snRNA 的 探 针 进行 杂交 ， 以 检测 snRNA 的 
种 类 。 

图 14. 25 显示 的 实验 结果 表明 ，U1 是 最 先 与 前 
接 底 物 结合 的 snRNP。 通 过 对 比 图 14. 25a 中 的 泳 道 
2 和 5 可 以 看 出 ， 在 2min 时 间 点 ，U1 是 唯一 与 pre- 
mRNA 结合 的 snRNP, H 14. 25a 同时 也 表明 ， 除 
Ul 外 ,其 他 所 有 snRNP 与 剪接 底 物 间 的 最 佳 结合 
都 需要 ATP。 图 14. 25b 是 剪接 底 物 结合 各 类 snR- 
NA 的 数量 与 时 间 的 函数 曲线 图 ， 很 明显 ，U1 是 第 
一 个 组 装 到 剪接 体 上 的 snRNP, 

为 深入 探讨 剪接 体 的 组 装 次 序 ， 研 究 者 将 细胞 
核 提取 物 ， 与 Ul snRNA, U2 snRNA 关键 序列 互 
补 的 DNA 赛 聚 核 苷 酸 序列 及 RNase H RAMA, 
从 而 使 Ul 或 U2 失 活 。 然 后 进行 与 前 一 个 实验 方案 
相同 的 剪接 体 组 装 实验 ,因为 RNase H 能 降解 
RNA-DNA 杂交 分 子 中 的 RNA 组 分 ， 所 以 , 与 
DNA 赛 聚 物 杂 交 的 snRNA 分 子 部 分 序列 会 被 
RNase H 降解 。 在 降解 反应 完成 后 ， 就 可 以 第 选 出 
与 premRNA (分 别 为 5- 剪接 位 点 和 分 支点 ) 杂交 
的 snRNA 序列。 图 14. 26 显示 的 结果 有 两 个 要 点 ， 
如 预期 的 那样 ，U1 的 失 活 阻止 了 Ul 与 pre 
mRNA 的 结合 ， 同 时 也 阻止 了 其 他 所 有 snRNP 与 
premRNA 的 结合 (对 比 泳 道 2 和 4 的 结果 ); 四 与 
预期 一 致 ，U2 的 失 活 阻止 了 U2 与 pre-mRNA 的 结 
合 ， 同 时 也 能 阻止 了 US 与 pre-mRNA 的 结合 ,但 
不 能 阻止 U1 与 premRNA 的 结合 〈 对 比 沪 道 2 和 6 
的 结果 )。 综 合 以 上 结果 可 以 看 出 ，Ul 首先 结合 ， 
然后 U2 在 ATP 协助 下 完成 结合 ， 随 后 是 其 他 
snRNP 在 剪接 体 上 的 结合 。 

Us 一 旦 与 U4 分 离 ，U6 便 取代 Ul 与 5- 剪 接 
位 点 结合 ， 相 关内 容 将 在 本 章 后 面 再 做 讨论 。 从 其 
他 实验 结果 中 我 们 能 够 得 知 ， 当 U1 被 置换 ， 与 U4 
的 协同 脱离 剪接 体 后 ， 能 够 启动 只 包含 U2、U5 和 
U6 的 剪接 体 活 性 。 事 实 上 ，U6 取代 Ul 可 能 是 激 
活 剪 接 体 并 启动 剪接 反应 的 事件 ，1999 年 。Stepha- 
nie Ruby 和 John Abelson 通过 实验 表明 ， 当 改变 5 - 
剪接 位 点 的 碱 基 从 而 增强 其 与 U1 的 碱 基 配 对 能 力 
时 ， 剪 接 复合 体 的 激活 便 被 阻 断 。 可 能 的 原因 是 ， 
因 配 对 能 力 的 增强 ，U6 很 难 与 Ul 竞争 5 -剪接 位 
点 ,结果 是 U1 与 U4 的 分 离 被 阻 断 ， 剪 接 反 应 也 被 
抑制 。 相 反 ， 保 持 U1 与 5 -剪接 位 点 的 碱 基 配 对 能 
力 不 变 ， 而 增强 Us 与 5 -剪接 位 点 的 碱 基 配对 能 力 
a, WAS BAR OR Ul 和 U4)， 导 致 更 多 
剪接 事件 的 发 生 。Staley 和 Guthrie 的 进一步 研究 表 
明 ，U6 与 ULES -剪接 位 点 发 生 的 置换 ， 需 要 US 
snRNP 的 蛋白 组 分 Prp28 和 ATP 的 参与 。 
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图 14.25 BiR% snRNP 与 premRNA 结合 的 动力 学 。(a) Northern 杂交 。Ruby 和 Abelson 通过 生物 素 
- 抗 生 物 素 蛋 白 之 间 的 连接 将 锚 定 RNA 固定 在 琼脂 糖 珠 上 ， 然 后 让 酵母 肌 动 蛋白 基因 的 pre-mRNA 与 锚 
定 RNA 杂交 ， 从 而 将 pre-mRNA 吸附 在 琼脂 糖 珠 上 。 然 后 将 吸附 有 pre-mRNA 的 小 珠 与 酵母 核 提取 物 
混合 ， 在 有 或 无 ATP 存在 时 ,分 别 于 15C 和 OCHRE FN 2 一 60min， 如 图 上 方 所 示 。 在 3'- 剪 接 位 点 
《C303/305) 突变 的 pre-mRNA 可 组 装 成 兹 接 体 ， 而 保守 分 支点 A257) 突变 的 pre-mRNA 不 能 组 装 成 
剪接 体 。 标 注 “ 无 ”的 沪 道 是 指 无 pre mRNA， 只 有 锚 定 RNA。 财 育 实验 完成 后 ， 洗 除 未 结合 的 成 分 ， 
从 复合 物 中 分 离 RNA， 然 后 电泳 、 吸 印 ， 利 用 U1、U2、U4、U5 和 U6 特异 探 针 进行 Northern 杂交 。 
鉴定 出 US 的 两 种 形式 (U5 L 和 US S)。 泳 道 15: 无 premRNA， 显 示 绝 大 多 数 snRNA 的 背景 结合 ， 
作为 其 他 实验 组 的 对 照 。U1l 首先 结合 ， 然 后 其 他 snRNP 才 开始 结合 ， 在 分 支点 (A257) 突变 的 pre 
mRNA 上 无 任何 snRNP 的 显著 结合 ， 所 有 snRNP 包括 Ul 和 U4， 在 反应 进行 60min 后 仍然 保持 结合 状 
态 。(b) 各 snRNA 与 复合 体 结合 的 量 与 时 间 的 函数 关系 图 。 很 显然 ，U1 (红色 ) 首先 结合 ， 随 后 才 是 
其 他 snRNP HtA. (Source: Ruby, S. W. and J. Abelson, An early hierarchic role of U1 small nuclear 
ribonucleoprotein in spliceosome assembly. Science 242 (18 Nov 1988) f. 6a, p. 1032. Copyright © Ameri- 
can Association for the Advancement of Science. ) 


图 14. 27 举例 说 明了 酵母 剪接 体 的 循环 过 程 。 
首先 ， 剪 接 底 物 、U1， 可 能 还 有 其 他 一 些 物质 组 成 
定向 复合 体 〈commitment complex, CC); 如 其 名 称 
所 暗示 的 那样 ， 确 保 复合 体 将 内 含 子 切除 。 其 次 ， 
在 ATP 协 助 下 ，U2 加 入 到 定向 复合 体 上 形成 A 复 
合体 。 再次，U4-U6 和 U5 加 入 形成 Bl 复合 体 ， 然 
后 U4 与 U6 解 离 ， 导致 ,DU6 取代 UL 与 5 -剪接 
位 点 结合 ， 激 活 剪 接 体 ， 这 是 一 个 ATP 依赖 的 反 
应 ; QU1 与 U4 脱离 剪接 体 ; QUE 与 U2 发 生 碱 基 
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配对 ， 被 激活 的 剪接 体 称 为 B2 复合 体 。 在 ATP Ht 
能 的 条 件 下 完成 第 一 步 剪 接 反应 ， 使 两 个 外 显 子 分 
离 并 形成 具 套 索 状 剪 接 中 间 体 ， 外 显 子 和 剪接 中 间 
体 均 结合 在 C1 复合 体 上 ; 同样 在 ATP 供 能 条 件 下 . 
发 生 第 二 步 剪 接 反应 ， 套 索 状 内 含 子 被 切 离 释放 ， 
两 个 外 显 子 连 在 一 起 ， 这 步 反 应 都 在 C2 复合 体 中 进 
行 。 下 一 步 即 是 剪接 成 熟 mRNA 的 释放 ， 此 时 结合 
有 套 索 状 内 含 子 的 复合 体 称 为 I 复 合体 ; 最 后 , 1 复 
合体 解体 ， 释 放出 snRNAP 组 分 ， 用 于 另 一 个 剪接 
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图 14.26 UL St U2 失 活 对 剪接 体 组 装 的 影响 。Ruby 和 Abelson 
将 Ul 或 U2 45 RNase H、 能 与 Ul snRNA 或 U2 snRNA 的 关键 
区 互补 的 DNA RAE RRS fT. (E UR U? 失 活 。 泳 道 
11~15 Æ% RNase H 处 理 的 提取 物 中 标记 snRNA 的 电泳 结果 。 
KIMARR (No), UL RXR (UL. U2 RYE 
BEB (U2), T7 反 义 寡 核 苷 酸 〈T7)。 后 一 个 T7 泳 道 为 第 二 
阴性 对 照 。RNase H 和 anti-U] 组 合 处 理 导致 Ul snRNA 由 全 长 
变 为 截 短 的 形式 ， 其 泳 动 速度 比 全 长 亲本 分 子 快 一 些 ，RNase H 
和 anti-U2 组 合 处 理 导致 U2 snRNA 几乎 全 被 降解 ， 只 出 现 少量 
截 短 的 U2 snRNA。 泳 道 1 一 10 显示 了 剪接 体 组 装 实验 的 结果 。 
实验 过 程 同 图 14. 25。 实 验 条 件 在 图 上 方 标注 : C303/305 pre 
mRNA 或 无 pre mRNA; RNase H 处 理 的 提取 物 中 ， RBA 
RM. MA U1 反 义 赛 核 苷 酸 、 加 入 U2 ELERE, MA T7 反 
SEB: 加 入 或 不 加 入 ATP. KI Ul 会 阻止 U1、U2 和 
U5 的 组 装 ; 失 活 U2 会 阻止 U2 和 US 的 组 装 。( Source: Ruby, 
s. W. and J. Abelson, An early hierarchic role of U1 small nuclear 
ribonucleoprotein in spliceosome assembly. Science 242 (18 Nov 
1988) f.7, p. 1032. Copyright © American Association for the 
Advancement of Science. ) 
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图 14.27 剪接 复合 体循环 。 循环 过 程 中 的 各 个 事件 已 在 文中 阐述 。 (Source; Adapted from Sharp, 
P. A. Split genes and RNA splicing. Cell 77; 811, 1994.) 


体 的 组 装 。 套 索 状 中 间 体 被 切 开 形 成 线性 分 子 ， 很 


快 被 降解 。 


小 结 “剪接 体循环 包括 剪接 体 的 组 装 、 剪 接 活性 


和 解体 组装 起 始 于 U1 与 剪接 底 物 的 结合 形成 
定向 复合 体 。U2 是 第 二 个 加 大 到 复合 体 中 的 
snRNA， 随 后 是 其 他 sn RNA 的 结合 。 其 中 U2 的 
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结合 需要 ATP 供 能 。 当 U6 与 U4 分 离 后 ，U6 
便 取代 U1 与 5 -剪接 位 点 结合 ， 这 个 ATP 依赖 
的 过 程 激活 和 剪接 体 ， 并 释放 UL 与 U4。 

snRNP 结构 ”所 有 的 snRNP 均 含 有 一 套 相 同 的 
蛋白 质 一 一 7 个 Sm HA (Sm protein) ， 这 些 蛋 白质 
均 能 被 一 种 来 自 系统 性 自身 免疫 疾病 (systemic au- 
toimmune disease)( 如 系统 性 红斑 狼疮 病 ) 患者 体内 
的 抗体 所 识别 。snRNA 结合 Sm 蛋白 的 位 点 称 为 Sm 
位 点 ， 其 保守 序列 是 AAUUUGUGG。 除 Sm 蛋白 
外 ， 每 一 类 snRNP 还 有 一 套 自身 特异 的 蛋白 质 。 例 


dM, Ul snRNP 含有 70K、A、C3 种 蛋白 质 ， 分 子 
质量 分 别 为 52kDa、31kDa、17. 5kDa。 

Holser Stark 及 同事 应 用 单 离子 冷冻 电子 显 微 
镜 技 术 获 得 了 分 辨 率 为 10A 的 Ul snRNP 晶体 结构 
图 像 。 该 结构 (H 14.28) 显示 ，Sm 蛋白 为 环 状 结 
构 ， 中 央 有 一 个 扁平 的 漏斗 状 孔洞 。 两 个 最 大 的 Ul 
特异 蛋白 70K 和 A 附着 在 Sm 的 漏斗 处 ， 并 与 Ul 
snRNA 的 茎 环 结构 结 合 。 对 缺失 70K 或 A 蛋白 的 
U1 snRNP 进行 负 染 色 ， 通 过 电子 显微镜 可 鉴定 这 
些 突出 物 的 特征 ， 从 而 判断 突出 物 所 对 应 的 蛋白 质 。 


图 14.28 Ul snRNP 的 结构 。Holser Stark 及 同事 应 用 单 离子 冷冻 电子 显微镜 技术 获得 了 UL 
snRNP 的 立体 结构 图 像 。 主 要 突出 物 包括 Ul-A 和 70K 蛋白 从 环形 结构 Sm 的 中 部 向 外 突 。 
(Source; Reprinted with permission from Nature 409: from Stark et al., fig.2, p.540 © 2001 


Macmillan Magazines Limited. ) 


RNA 的 Sm 结合 位 点 处 于 单 链 状 态 ， 可 以 穿 过 
环形 结构 的 中 央 和 孔洞 。 事 实 上 ， 先 前 通过 X 射线 衍 
射 晶 体 学 方法 分 析 Sm 蛋白 的 组 分 时 ， 就 曾 推测 环 
形 结构 的 孔洞 中 排列 有 碱 性 氨基 酸 侧 链 ， 孔 洞 的 碱 
性 特征 有 助 于 Sm 与 RNA 结合 。 

小 结 参与 剪接 的 5 snRNP 均 含 有 相同 
的 7 个 Sm 蛋白 和 一 套 自身 特异 蛋白 质 。U1 
snRNP 的 结构 显示 ，Sm 蛋白 为 环形 结构 ， 可 以 
结合 其 他 蛋白 质 。 

{RE BE BY ESA HK (minor spliceosome) 20 
世纪 90 年 代 中 期 ， 在 后 生动 物 (metazoan) (具有 
不 同 器 官 的 动物 ) 中 发 现 了 一 类 稀有 的 内 含 子 变 体 ， 
其 5 -剪接 位 点 序列 和 分 支点 序列 是 高 度 保守 的 ， 这 
与 大 多 数 内 含 子 共 有 序列 保守 性 相对 较 弱 的 特点 有 
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很 大 的 不 同 。 该 发 现 引发 的 问题 是 ;如果 已 知 的 
snRNA 特别 是 Ul 和 U2 的 序列 不 能 与 内 含 子 序列 
匹配 ， 那 么 含有 这 类 变 体内 含 子 基因 的 转录 物 能 否 
被 剪接 ? 其 实 ， 后 生动 物 细胞 含有 参与 这 类 内 合子 
剪接 的 低 丰 度 snRNA，UI1、U12、U4atac、U6 at- 
ac， 在 功能 上 分 别 与 U1、U2、U4、U6 相似 。 

这 类 可 变 剪接 系统 的 存在 可 以 用 于 研究 snRNA 
与 pre mRNA 关键 位 点 碱 基 配 对 的 重要 性 。 事 实 上 ， 
变 体 U11 snRNA 可 与 5- 剪 接 位 点 配对 ，U12 snR- 
NA 可 与 分 支 位 点 配对 ; 而 且 ， 如 同 U4 可 与 U6 碱 
基 配 对 一 样 ，U4 atac 与 U6 atac 也 能 进行 碱 基 
配对 。 
与 这 类 低 丰 度 snRNA 相关 的 蛋白 质 如何 与 
snRNA 结合 形成 snRNP? 首先 值得 关注 的 是 ， 细 胞 


内 除了 存在 游离 的 U11 snRNP 和 U12 snRNP 外 ， 
二 者 还 能 以 单 体 的 形式 结合 形成 UII/U12 snRNP, 
与 Ull snRNP 或 U12 snRNP 相关 中 的 结合 蛋白 ， 
有 些 是 特异 的 ， 有些 与 高 丰 度 snRNP 相同 ， 如 Sm 
蛋白 就 存在 于 所 有 高 丰 度 snRNP 中 。 

小 结 ” 一 类 少数 变 体内 售 子 的 5 -剪接 位 点 
序列 和 分 支点 序列 是 高 度 保守 的 .Ul11、Ul2、 
U4 atac 和 U6 atac 参与 这 类 内 含 子 的 剪接 。 


定向 、 前 接 位 点 的 选择 以 及 可 
RY 


snRNP 自身 没有 足够 的 特异 性 和 亲和力 ， 使 其 
专 一 而 紧密 地 结合 在 外 显 子 -内 含 子 边界 处 ， 从 而 使 
转录 物 的 外 显 子 与 内 含 子 区 分 开 来 。 因 此 ，snRNP 
与 剪接 底 物 的 结合 需要 额外 剪接 因子 的 帮助 。 而 且 ， 
需要 某 些 剪接 因子 能 够 横 跨 在 内 含 子 和 外 显 子 之 间 ， 
从 而 界定 这 些 RNA 元 件 以 利于 剪接 。 在 本 节 ， 我 
们 主要 学 习 这 些 剪接 因子 以 及 它们 如 何 确保 在 特定 
位 点 处 发 生 剪接 ， 然 后 再 了 解 另 一 些 因子 如 何 能 够 
从 一 个 剪接 位 点 转移 到 另 一 个 剪接 位 点 。 

3/- 剪 接 位 点 的 选择 ”在 第 二 步 剪 接 反 应 中 ， 外 
显 子 1 的 3 -OH 基 团 攻击 内 含 子 末端 AG 与 外 显 子 
2 第 一 个 核 苷 酸 之 间 的 磷酸 二 酯 键 ，AG 位 于 分 支点 
下 游 18~40nt 处 最 为 理想 。 较 靠近 分 支点 的 AG 通 
常会 被 剪接 机 构 漏 过 。 那 么 ， 如 何 确定 用 于 剪接 的 
正确 AG 位 点 ? Robin Reed REWER, WEAF 
(splicing factor) Slu7 是 选择 正确 AG 位 点 所 必需 
的 。 如 果 没 有 Slu7 WSS, WAT AERA EAR 
的 AG 位 点 处 对 剪接 底 物 进行 剪接 。 

Katrin Chua 和 Robin Reed 利用 交 联 有 抗 Slu7 
抗 血清 的 琼脂 糖 珠 ， 免 疫 剥 离 HeLa 细胞 提取 物 中 
的 Stu7 蛋白 ， 然 后 使 提取 物 与 琼脂 糖 珠 分 离 ， 从 而 
获得 无 Slu? 的 HeLa 细胞 提取 物 。 作 为 对 照 ， 研 究 
者 用 交 联 有 无 抗 Slu7 抗体 的 免疫 前 血清 的 琼脂 糖 珠 
处 理 HeLa 细胞 提取 物 ， 其 中 的 Slu7 蛋白 并 没有 缺 
失 。 然 后 ， 以 标记 的 模式 pre-mRNA 为 剪接 底 物 ， 
检测 这 些 处 理 后 的 HeLa 细胞 提取 物 的 剪接 能 力 ， 
模式 pre-mRNA 是 腺 病毒 主要 晚期 基因 转录 物 的 修 
饰 产 物 ， 只 包含 一 个 AG 信号 且 位 于 分 支 位 点 下 游 
23nt 处 〈 图 14. 29) 。 模 式 剪接 底 物 与 提取 物 共同 是 
育 后 ，Chua 和 Reed 电泳 反应 产物 以 检测 提取 物 对 
底 物 的 剪接 情况 。 

图 14. 29a 显示 了 “天 然 ” 底 物 剪 接 的 实验 结 
果 。 未 缺失 Slu7 的 提取 物 能 够 完成 两 步 剪 接 反 应 ， 
产生 成 熟 的 mRNA、 内 含 子 以 及 少量 未 被 剪接 的 外 
BF. 此外， 缺失 人 Slu7 的 提取 物 〈AhSlu7) 只 
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图 14.29 Stu7 蛋白 是 在 3- 剪 接 位 点 正确 的 AG 
处 发 生 剪 接 所 必需 的 。Chua 和 Reed 检测 了 
HeLa 细 胞 提取 物 选 择 3 -剪接 位 点 AG 的 能 力 。 
一 组 实验 所 用 的 提取 物 中 含有 Su 蛋白 〈 模 
拟 )， 另 一 组 实验 所 用 的 提取 物 中 不 含有 Slu? 蛋 
白 (AhSlu7， 利 用 抗 Slu7 抗 血 清 免疫 剥离 Slu7 
蛋白 )。 标记 的 剪接 底 物 为 腺 病毒 主 晚期 基因 的 
pre-mRNA， 包 括 前 两 个 外 显 子 和 第 一 个 内 含 子 。 
电泳 反应 产物 ， 放 射 自 显影 检测 。 前 接 底 物 和 前 
接 产物 的 电泳 位 置 在 图 左 侧 标 出 。(a) 剪接 底 物 
所 含有 的 AG 信号 位 于 分 支 位 序列 (BPS) 下 游 
23nt 处 ， 本 应 在 正常 AG 处 发 生 的 剪接 因 提取 物 
中 缺失 Siu7 而 被 抑制 ; 〈b) 剪接 底 物 包含 两 个 
AG 序列 ， 分 别 位 于 分 支点 下 游 1lnt 处 和 23nt 
处 ， 在 提取 物 无 Slu7 时 ， 剪 接 发 生 分 支点 下 游 
lint BY AG 处 ， 当 提取 物 中 含有 Slu7 BY, WHE 
反应 很 少 在 此 位 点 发 生 。(Source: (photos) Chua, 
K. , and Reed, R. The RNA splicing factor hSlu7 
is required for correct 3' splice-site choice. Nature 
402 (11 Nov 1999) f.l, p.208. © Macmillan 
Magazines Ltd. ) 


能 完成 第 一 步 剪 接 反应 ， 第 二 步 剪 接 反应 被 阻 断 ， 
几乎 无 成 熟 mRNA 或 内 含 子 的 产生 ， 但 产生 了 大 量 
的 外 显 子 1 和 套 索 状 内 含 子 -外 显 子 2。 这 就 意味 着 
Slu7 是 识别 3 -剪接 位 点 正常 AG 信号 所 必需 的 。 

接 下 来 ，Chua 和 Reed 提出 这 样 一 个 问题 ， 即 
如 果 在 分 支点 序列 的 下 游 1lnt 处 插入 一 个 额外 的 
AGG 信号 ,会 发 生 怎样 的 剪接 结果 ? 图 14. 29b 显 
示 ， 未 缺失 Slu7 的 细胞 提取 物 主要 在 分 支 位 点 下 游 
23nt 的 正常 AG 剪接 信号 处 剪接 pre mRNA， 产 生 
成 熟 的 mRNA， 极 少 在 靠近 分 支 位 点 非 正 常 AG 处 
发 生 剪接 。 相 反 ， 缺 失 Slo? 的 细胞 提取 物 主 要 在 非 
正常 AG 处 剪接 premRNA， 极 少 在 正常 AG 处 发 
生 剪接 。 在 进一步 实验 研究 中 发 现 ， 当 剪接 底 物 的 
两 个 AG 分 别 位 于 分 支点 下 游 lnt 和 18nt 处 或 9nt 
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和 23nt 处 时 ， 缺 失 Slu? 的 细胞 提取 物 具 有 相同 的 异 
常 剪接 行为 ， 既 可 以 在 位 于 正常 剪接 信号 上 游 的 
AG 处 也 可 以 在 位 于 正常 剪接 信号 下 游 的 AG 处 发 
生 非 正常 剪接 ， 而 正常 的 剪接 反应 却 很 少 发 生 (在 
所 有 的 剪接 情况 中 ， 作 为 异常 剪接 的 靶 点 ， 错 误 的 
AG 剪接 信号 与 分 支 位 点 的 间隔 必须 在 30nt ZA). 
由 此 可 见 ，Slu7 不 仅 是 识别 正确 剪接 位 点 AG 所 必 
需 的 ， 而 且 在 正确 剪接 位 点 发 生 的 剪接 反应 也 会 因 
Slu7 的 缺失 而 受到 特异 性 抑制 。 

是 什么 原因 导致 对 异常 3- 剪 接 位 点 的 选择 ? 
Chua 和 Reed 在 剪接 反应 的 不 同 阶段 纯化 剪接 体 ， 
组 分 分 析 发 现 ， 缺 失 Shu? 的 细胞 提取 物 形成 的 剪接 
体 无 外 显 子 1， 至 少 在 一 定 的 条 件 下 如 此 。 因 此 ， 
研究 者 推论 ， 外 显 子 1 只 是 松散 地 结合 在 缺失 Slu7 
提取 物 形成 的 剪接 体 上 ， 这 种 松散 结合 的 外 显 子 1 
不 能 与 正确 的 AG 位 点 进行 剪接 ， 可 能 是 由 于 该 AG 
以 某 种 方式 隐藏 于 剪接 体 的 活性 位 点 内 ， 使 外 显 子 
1 不 能 接近 于 正确 的 AG 位 点 ， 因 而 这 个 松散 结合 
的 外 显 子 1 只 会 与 邻近 的 AG 发 生 剪接 。 

另 一 个 参与 识别 3 剪接 位 点 的 剪接 因子 是 
U2AF (U2 相关 因子 ，U2-associated factor)， 该 蛋 
白质 由 U2AF35 (35kDa) 和 U2AF65 (65kDa) 两 
个 亚 基 组 成 。 大 亚 基 结 合 在 分 支点 下 游 多 聚 喀 院 碱 
基 区 ， 小 亚 基 与 3 -剪接 位 点 的 AG 结合 。 

小 结 ”剪接 因子 Slo? 是 选择 正确 3 -剪接 位 点 
所 必需 的 ， 当 Slu? 缺失 时 ， 在 正确 3- 剪 接 位 点 
AG 处 的 剪接 受到 特异 性 抑制 ， 而 发 生 在 距 分 支点 
30nt 之 内 错误 AG 处 的 异常 剪接 则 被 激活 。 对 3'- 
剪接 位 点 的 识别 还 需要 U2AF 的 参与 ，65kDa 的 
U2AF 亚 基 结 合 在 分 支点 下 游 多 取 喀 啶 碱 基 区 ， 
35kDa 的 U2AF 亚 基 与 3- 剪接 位 点 的 AG 结合 . 
定向 其 他 一 些 剪接 因子 在 定向 中 发 挥 着 关键 
性 作用 。1993 年 ，Xiang-Dong Fu 以 人 类 B 球 蛋白 
的 premRNA 为 剪接 底 物 ， 发 现 单 体 剪 接 因子 SC35 
能 够 促使 定向 复合 体 的 形成 。Fu 的 定向 分 析 实验 如 
F: 先 将 标记 的 剪接 底 物 和 纯化 的 SC35 EFT AE 
育 ， 然 后 加 入 细胞 核 提取 物 ， 解 育 2h 以 保证 剪接 反 
应 的 发 生 ， 最 后 电泳 标记 的 RNA， 观 察 是 否 出 现 剪 
接 的 mRNA, 

图 14. 30 显示 了 实验 结果 。 首 先 ， 向 反应 体系 
中 加 入 40 们 过量 的 具有 5 -剪接 位 点 的 非 标记 RNA 
分 子 后 ， 能 够 阻止 标记 的 B 球 蛋白 premRNA 的 剪 
接 ， 这 可 能 是 由 于 两 类 RNA 分 子 对 某 些 剪接 因子 
竞争 的 结果 (对 比 泳 道 1 和 4), 但 具有 3“- 剪 接 位 点 
的 非 标记 RNA 分 子 则 无 竞争 抑制 效应 〈 对 比 泳 道 1 
和 5 的 结果 ) 。 为 证 明 SC35 是 限制 因子 ，Fu 先 将 标 
记 RNA 与 SC35 WA MEA, Ra RIAR EEH 
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及 竞争 性 RNA。 比 较 泳 道 4 与 6 发 现 ， 在 剪接 底 物 
与 SC35 混合 预 孵育 条 件 下 ， 即 使 存在 着 竞争 者 ， 
剪接 反应 仍 能 正常 发 生 ， 因 此 ，SC35 能 够 保证 剪接 
反应 的 发 生 。 相 似 的 实验 证 明 ， 即 使 以 全 长 B 球 蛋 
白 的 pre mRNA 作为 竞争 者 ， 这 种 定向 性 依然 存在 。 
实验 所 用 SC35 是 昆虫 细胞 一 个 克隆 基因 的 产物 ， 
因此 不 可 能 有 其 他 剪接 因子 的 存在 。 由 此 可 见 ， 似 
FP SC35 单独 就 足以 引发 剪接 反应 的 定向 。 进 一 步 
实验 研究 的 结果 揭示 了 定向 性 存在 的 必要 条 件 ， 定 
向 性 形成 十 分 快速 Omin 内 )， 甚 至 在 冰 浴 、 无 
ATP, 无 MB” 等 合理 水 平 上 也 能 形成 。 


~ pre-mRNA 
一 mRNA 


1234567 8 
图 14.30 人 类 B 球 蛋白 premRNA 的 定向 。 
Xiang-Dong Fu 对 定向 做 了 如 下 的 竞争 实验 。 将 标 
记 的 人 PREH pre-mRNA 在 有 SC35 (+) 或 无 
SC35 (一 ) BRR, MM AA RII RNA 的 
核 提取 物 ， 无 竞争 者 的 实验 组 用 (一 ) RK. C 
和 C2 为 非特 异 RNA， 不 会 干扰 剪接 。 具 有 5' -和 
3-- 剪 接 位 点 的 RNA 分 别 用 5 -SS 和 3'-SS 表示 。 
剪接 2h 后 ，Fu 电泳 标记 的 RNA， 并 放射 自 显影 。 
pre-mRNA 和 成 熟 mRNA 的 位 置 在 图 右 侧 标注 ， 
SC35 能 引起 定向 , (Source: Fu，X.-D. Specific 
commitment of different premRNAs to splicing by 
single SR proteins. Nature 362 (2 Sept 1933) f.1, 
p- 83. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


SC35 蛋白 是 RNA 结合 蛋白 即 SR 蛋白 家 族 的 
一 员 ， 具 有 富 含 丝氨酸 (O MMAR (R) 的 结构 
域 。 因 此 ，Fu 用 相同 的 定向 实验 测试 了 其 他 SR E 
白 和 RNA 结合 蛋白 (hnRNP 蛋白) 的 效应 。 在 所 
研究 的 蛋白 质 中 ，SC35 的 定向 性 最 强 ， 其 次 分 别 为 


SF2 (又 称 ASF) 和 SRp55; 未 检测 到 SRp20 和 
hnRNP Al 的 活性 ; hnRNP Cl 和 PTB (又 称 
hnRNP 1) 实际 上 具有 抑制 剪接 的 活性 。 由 此 可 见 ， 
SC35 的 定向 性 是 特异 的 ， 并 不 是 由 一 般 性 RNA 结 
合 蛋白 的 功能 衍生 而 来 的 。 

作为 定向 专 一 性 的 进一步 证 据 ，Fu 对 另 一 种 不 
同 的 剪接 底 物 ， 即 人 类 免疫 缺陷 性 病毒 (HIV) 的 
tat pre-mRNA 进行 了 研究 ， 已 有 报道 认为 SF2/ASF 
能 够 促进 tat premRNA 的 剪接 。 图 14.31 表明 
SF2/ASF 可 引起 tat pre mRNA 的 剪接 定向 。 此 外 ， 
Fu 还 比较 了 SF2/ASF 和 SC35 定向 tat pre-mRNA 
剪接 的 活性 ， 结 果 发 现 ， 只 有 SF2/ASF 能 够 引起 
HIV tat pre-mRNA 的 定向 剪接 ， 而 SC35 无 定向 活 
性 ， 这 说 明 为 定向 不 同 pre-mRNA 的 剪接 需要 不 同 
的 剪接 定向 因子 。 


SF2/ASF (ul): 0255255 


-tat pre-mRNA 


* 
fatat MRNA 
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图 14.31 几 类 RNA 结合 蛋白 的 定向 活性 : SF2/ 
ASF 对 tat pre-mRNA 的 定向 效应 。Fu 用 不 同 浓度 
的 SF2/ASF 进行 定向 性 分 析 ，SF2/ASF 的 浓度 标 
注 在 图 上 方 ，pre-mRNA 与 剪接 因子 未 预 孵育 Ok 
道 1 一 3) 或 预 筹 育 〈 泳 道 4 和 5)。 对 比 泳 道 5 和 3 
可 以 清楚 地 看 出 SF2/ASF 的 定向 效应 。 星 号 指示 
的 条 带 是 "at pre mRNA 的 人 为 降解 产物 。 (Source: 
Fu, X.-D., Specific commitment of different pre- 
mRNA to splicing by single SR proteins. Nature 365(2 
Sept 1993)f.3, p. 84. Copyright © Macmillan Maga- 
zines Ltd. ) 


至 今 ， 我 们 对 定向 机 制 还 不 甚 了 解 ， 尽 管 已 经 
知道 Ul 能 够 与 定向 复合 体 结合 。James Manley 及 
同事 通过 凝 胶 迁移 变换 实验 测定 了 Ul snRNP 与 标 
记 preRNA 形成 稳定 复合 体 的 情况 。 向 标记 pre- 
RNA 中 分 别 加 入 Ul 或 SF2/ASF 时 ， 并 没有 复合 
体 的 形成 ; 但 同时 加 入 这 两 类 蛋白 质 后 则 形成 了 复 


合体 。 MA, SF2/ASF 会 先行 与 标记 preRNA 结 
合 ， 因 为 研究 者 是 按照 次 序 加 入 蛋白 质 ， 其 间 进 行 
一 次 洗 脱 的 ， 所 以 必须 先 加 入 SF2/ ASF 才能 使 形成 
复合 体 。 

但 是 ， 如 果 U1 snRNP 与 pre-RNA 5'- 剪 接 位 点 
的 结合 依赖 于 SF2/ASF， 那么， 为 什么 以 前 的 实验 
结果 明显 表明 UL 自身 单独 就 可 以 结合 preRNA? 
可 能 的 原因 就 是 ， 先 前 的 实验 使 用 的 是 细胞 核 粗 提 
物 ， 自 然 含 有 剪接 因子 。 前 接 因子 与 剪接 底 物 之 间 
形成 的 复合 体 在 先前 实验 过 程 中 应 该 是 能 够 检测 得 
到 的 ， 但 由 于 实验 者 主要 关注 snRNP 的 结合 ， 而 没 
有 关注 简单 蛋白 的 结合 。 

小 结 “RNA 结合 蛋白 能 够 确保 剪接 底 物 在 
给 定 的 位 点 处 被 剪接 。 这 些 RNA 结合 蛋白 与 前 
接 底 物 结合 后 ， 可 能 会 招募 其 他 剪接 体 组 分 的 结 
合 ， 首 先是 UI 的 结合 。 例如 ,SR 蛋白 SC35 和 
SF2/ASF 分 别 定向 人 B 球 蛋白 premRNA 和 
HIV tat premRNA 的 甬 接 ， 至 少 在 某 些 情况 下 ， 
这 种 定向 效应 需要 U1 的 参与 。 

桥接 蛋白 与 定向 ”有 关 剪 接 定向 事件 的 一 个 额 
外 插曲 就 是 酵母 细胞 没有 SR 蛋白 ， 而 酵母 细胞 是 
最 初 开展 剪接 体循环 实验 的 研究 系统 。 这 一 发 现 暗 
示 ， 酵 母 细 胞 的 定向 机 制 可 能 不 同 于 哺乳 动物 ,但 
随后 的 研究 表明 ， 酵 母 和 哺乳 动物 的 定向 复合 体 具 
有 许多 共同 的 特征 。 我 们 先 研究 酵母 定向 复合 体 中 
参与 将 内 含 子 的 5 端 和 3 端 桥接 在 一 起 的 蛋白 质 ， 
然后 将 其 与 哺乳 动物 的 相应 蛋白 质 做 一 对 比 。 

1993 年 ，Michael Rosbash 及 同事 为 发 现 编码 参 
与 构成 酵母 定向 复合 体 的 蛋白 质 基因 而 开展 了 相关 
研究 工作 。 由 于 Ul snRNA 是 主要 的 也 是 最 先 参与 
定向 复合 体形 成 的 组 分 ， 因 此 研究 者 决定 寻找 编码 
与 Ul snRNA 相互 作用 的 蛋白 质 的 基因 。 为 发 现 这 
些 基因 ， 他 们 采用 了 合成 致死 筛选 法 〈synthetic le- 
thal screen): 首先 在 编码 Ul snRNA 的 基因 内 引入 
温度 敏感 型 突变 ， 突 变 体 Ul snRNA 在 较 低 温度 
(30'C) 下 有 功能 活性 ， 而 在 较 高 的 温度 (37C) 下 
则 丧失 功能 活性 。 研 究 者 推论 携带 这 种 突变 的 菌株 
对 与 snRNA 相互 作用 蛋白 质 的 突变 会 十 分 敏感 ， 第 
二 次 突变 会 产生 致死 效应 ， 即 使 在 较 低温 度 条 件 下 ， 
双 突 变 酵母 菌株 也 很 难 存活 。 所 以 将 这 种 突变 体 称 
为 “突变 致死 ”(mutant-u-die)， 简 写 为 Mud。 在 野 
生 型 酵母 细胞 内 单独 发 生 第 二 种 突变 不 会 产生 致死 
效应 ， 但 如 果 酵 母 细胞 已 发 生 了 第 一 种 突变 ， 那 么 
再 发 生 第 二 类 突变 就 会 产生 致死 效应 。 从 这 个 意义 
上 讲 ， 这 两 类 突变 的 致死 效应 是 相辅相成 的 ， 即 一 
种 突变 的 致死 效应 是 以 另 一 种 突变 的 发 生 为 前 提 条 
件 的 。 利 用 这 种 突变 策略 ， 发 现 了 编码 Mud2p 蛋白 
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的 基因 。 

随后 的 研究 显示 ，Mud2p 的 功能 发 挥 有 赖 于 邻 
近 内 含 子 3 端 、 位 于 套 索 分 支点 处 的 一 个 自然 序列 。 
这 暗示 Mud2p 不 仅 与 结合 在 内 含 子 5 端的 Ul 
snRNP 相互 作用 ， 还 与 邻近 内 含 子 3' 端 处 其 他 物质 
相互 作用 。 但 一 个 主要 的 问题 是 : 与 内 含 子 5 端 和 
3' 端 发 生 的 相互 作用 仅仅 依靠 Mud2p 自身 就 能 够 完 
成 ,还 是 需要 其 他 因子 的 参与 7 1997 年 ，Nadja 
Abovich 和 Rosbash 通过 合成 致死 筛选 实验 回答 了 
这 个 问题 。 研 究 者 在 MUD2 基因 内 引入 突变 ,然后 
第 选 能 使 MUD2 突变 体 产生 致死 表 型 的 第 二 个 突 
变 ， 但 该 突变 不 会 使 野生 型 产生 致死 表 型 。 通 过 综 
合 致死 筛选 策略 鉴定 出 了 MSL-5 (Mud synthetic le- 
thal -5) 基因 ， 该 基因 编码 的 蛋白 质 产物 最 初 被 命 
名 为 Msl5p， 但 在 其 结合 特性 确定 后 ， 被 重新 命名 
为 分 支点 桥接 蛋白 〈branchpoint bridging protein, 
BBP), 

Abovich 和 Rosbash 推测 ，BBP 既 可 与 结合 在 


图 14.32 酵母 双 杂 交 原 理 。 (a) 转录 激活 的 标准 模 
型 激活 子 的 DNA 结合 域 (BD, A) 结合 增强 子 
ORE), HOR CAD, RE) 与 基本 复合 体 〈 橙 色 ) 
相互 作用 ， 招 募 到 启动 子 〈 红 褐色 ) 上 从 而 激活 转 
录 。(b) 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 酵母 双 杂交 实验 。 
HEX AEA GHAR) 连接 到 DNA 结合 域 上 形成 杂 合 
蛋白 ， 将 另 一 个 蛋白 质 (Y, WE) 连接 到 激活 域 上 
形成 第 二 个 杂 合 蛋 白 ， 将 分 别 编码 这 两 个 杂 合 蛋白 的 
质粒 同时 转化 同一 酵母 细胞 ， 此 酵母 细胞 具有 合适 的 
启动 子 、 增 强 子 及 报告 基因 〈 如 lacZ， 紫 色 )。 这 两 
个 杂 合 蛋白 可 以 结合 在 一 起 而 发 挥 激活 子 的 作用 ， 激 
活 转录 后 ， 产 生 大 量 报告 基因 编码 的 蛋白 质 ， 可 利用 


显 色 法 检测 ， 如 X-gal 。 一 种 杂 合 蛋白 提供 DNA 结合 — 
域 ， 另 一 种 蛋白 质 提供 转录 激活 域 ， 通 过 蛋白 X 和 Y © 


之 间 的 相互 作用 而 将 激活 子 的 这 两 部 分 结合 在 一 起 ， 
WREA XA Y 之 间 的 无 相互 作用 关系 ， 则 无 激活 子 
的 形成 ， 进 而 也 就 不 能 激活 报告 基因 的 表达 。GAL4 
蛋白 的 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 常 用 于 酵母 双 杂交 
试验 。 但 也 有 其 他 的 ， 如 Abovich 和 Rosbash 使 用 的 
结合 域 和 激活 域 。 (ec) 利用 酵母 双 杂 交 筛 选 (Yeast 
two-hybrid screen) 与 Z 蛋 白 相互 作用 的 蛋白 质 。 用 两 
种 质粒 转化 酵母 细胞 ， 一 种 质粒 编码 结合 域 (红色 ) 
及 与 之 偶 联 的 诱饵 蛋白 Z〈 蓝 绿色 )， 另 一 个 质粒 为 一 
套 质 粒 中 的 一 个 ， 这 套 质粒 库 中 的 每 一 个 质粒 整合 有 
一 cDNA 片段 及 激活 域 的 编码 区 ， 能 够 编码 由 激活 域 
(绿色 ) 和 未 知 的 cDNA 表达 产物 〈 靶 蛋白 ) 的 融合 
蛋白 。 为 便于 说 明 ， 图 中 显示 不 同 质粒 表达 的 融合 蛋 
Ary., READ RE) 能 够 与 诱饵 蛋白 Z 相 互 作 
用 ， 从 而 将 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 结合 在 一 起 ， 
激活 报告 基因 的 表达 。 从 阳性 克隆 菌株 中 提取 质粒 ， 
通过 相应 的 分 析 即 可 获知 有 关 靶 蛋白 的 相关 信息 。 
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5 端的 Ul snRNP 相互 作用 ， 也 可 与 结合 3' 端 的 
Mud2p 蛋白 相互 作用 ， 从 而 将 内 含 子 的 5 端 与 3 端 
桥接 在 一 起 。 为 验证 这 一 假设 ， 研 究 者 利用 包括 酵 
母 双 杂 交 实 验 (yeast two-hybrid assay) 在 内 的 综合 
研究 策略 阐释 了 桥接 蛋白 间 的 相互 作用 关系 。 图 
14. 32 描述 的 酵母 双 杂 交 是 一 项 十 分 灵敏 的 遗传 学 
实验 技术 ， 可 检测 两 个 蛋白 质 间 的 结合 关系 ， 即 使 
是 栈 间 的 结合 。 醇 母 双 杂交 实验 的 设计 原理 基于 以 
下 两 个 事实 (已 在 第 12 章 讨论 过 ): @ 典 型 的 转录 
激活 子 具 有 DNA 结合 域 和 转录 激活 域 ; @ 这 两 个 
功能 域 具有 独立 的 活性 (self-contained activity), 
分 析 X、Y 这 两 个 蛋白 质 之 间 的 结合 关系 ， 可 以 使 
这 两 个 蛋白 质 在 酵母 细胞 内 以 融合 蛋白 的 形式 表达 ， 
如 图 14. 32b 所 述 ， 将 蛋白 质 X 与 DNA 结合 域 融 
合 、 蛋 白质 Y 与 转录 激活 域 融合 。 如 果 蛋 白质 X 和 
立 能 相互 作用 ， 那 么 ， 就 可 将 DNA 结合 域 和 转录 
激活 域 结 合 在 一 起 ， 从 而 激活 报告 基因 的 转录 
(lacZ), 


(a) 标准 激活 


(b) 双 杂 交 激活 


利用 酵母 双 杂 交 系 统 可 以 找到 与 已 知 蛋白 质 
(2) 相互 作用 的 未 知 蛋白 质 。 按照 图 14. 32c 所 示 的 
筛选 程序 ， 首 先 将 cDNA 文库 中 的 cDNA 片段 与 转 
录 激 活 域 的 编码 区 融合 在 一 起 ， 然 后 使 这 些 杂 合 基 
因 以 及 编码 DNA 结合 域 -Z 融合 蛋白 的 杂 合 基因 在 
酵母 细胞 内 共 表达 。 在 实际 操作 中 ， 每 个 酵母 细胞 
只 能 表达 一 个 不 同 的 融合 蛋白 CM AD-A, ADB, 
AD-C 等 )， 同 时 还 表达 BD-Z 融合 蛋白 ,但 为 简便 
起 见 ， 这 里 将 所 有 的 融合 蛋白 置 于 一 起 而 阐述 。 从 
图 示 中 可 以 看 到 ，AD-D 结合 了 BD-Z， 激 活 报告 基 
因 的 转录 ,但 其 他 融合 蛋白 由 于 不 能 与 BD-Z 相互 
作用 ， 因 而 也 就 不 能 激活 转录 基因 。 一 旦 得 选 到 激 
活 转录 的 克隆 ， 就 可 以 分 离 携带 AD-D 杂 合 基因 的 
质粒 ， 通 过 测序 获知 D 序列 的 编码 信息 。 由 于 酵母 
双 杂 交 分 析 是 一 种 间接 检测 蛋白 质 间 相 互 作用 的 方 
法 ， 可 能 会 有 假 阳性 出 现 。 因 此 ， 依 此 鉴定 出 的 蛋 
白质 -蛋白 质 相 互 作 用 还 必须 用 直接 的 分 析 方 法 加 以 
验证 。 

由 于 Abovich 和 Rosbash 已 经 事先 了 解 了 蛋白 
质 间 可 能 的 相互 作用 。 因 此 ， 他 们 构建 了 含有 目的 
蛋白 基因 以 及 DNA 结合 域 或 转录 激活 域 基因 的 质 
粒 ， 然 后 将 这 些 重 组 质粒 两 两 组 对 ， 转 化 酵母 细 
胞 。 例 如， 其 中 的 一 个 实验 ， 用 于 转化 酵母 细胞 的 
重组 质粒 为 一 个 重组 质粒 能 够 表达 LexA BD-BBP 
杂 合 蛋 白 ; 另 一 个 重组 质粒 能 够 表达 B42 AD 
Mud2p 杂 合 蛋白 。 图 14. 33a (第 1 列 、 第 1 行 ) 的 
结果 表明 ， 转 化 有 这 两 个 重组 质粒 的 酵母 细胞 能 够 
激活 lacZ 基因 的 表达 ， 在 X-gal 指示 剂 的 平 由 上 产 
生 的 印迹 可 以 证 实 lacZ 基因 的 表达 。 这 个 分 析 实 
验 结果 表明 BBP 可 与 Mud2p 结合 。 图 14. 33a (第 
1 列 , 第 2 行 ) 显示 ，BBP 也 可 与 Ul snRNP 的 多 
肽 组 分 Prp40p 结合 。 但 Mud2p 不 能 与 Prp40p 44 
合 。 所 以 ，BBP 可 在 Ul snRNP 与 Mud2p 之 间 发 
挥 桥接 分 子 的 作用 ， 其 中 Ul snRNP 结合 在 内 含 子 
5' 端 ， 而 Mud2p 与 邻近 内 含 子 3 端的 分 支点 结合 。 
BBP 以 这 种 方式 将 剪接 底 物 中 内 含 子 界定 出 来 ， 并 
将 内 含 子 的 两 个 末端 桥接 在 一 起 便于 剪接 。 由 于 已 
经 预知 Prp8p 可 与 Prp40p 结合 ， 所 以 ，Abovich 和 
Rosbash 将 Prp8p 蛋白 作为 实验 的 阳性 对 照 。 图 
14. 33b 将 通过 将 通过 醇 母 双 杂 交 实 验 检测 到 的 蛋 
白质 -蛋白 质 间 的 相互 作用 进行 了 归纳 总 结 。 研 究 
者 发 现 ， 束缚 在 琼脂 糖 珠 上 的 BBP 能 够 与 Prp40p 
和 Mud2p 发 生 共 沉淀 ， 从 而 证 实 了 酵母 双 杂 交 的 
实验 结果 。 

Abovich 和 Rosbash 注意 到 ， 醇 母 的 Mud2p 和 
BBP 蛋白 分 别 与 哺乳 动物 的 U2AF65 和 SF1 蛋白 相 
似 。 如 果 这 两 个 哺乳 动物 蛋白 质 与 它们 的 酵母 对 应 


Æ 14.33 BBP 与 其 他 蛋白 质 相 互 作 用 的 酵母 双 
杂交 分 析 。 (a) 实验 结果 。 与 DNA 结合 域 连接 


的 蛋白 质 在 图 上 方 标 出 ; 与 转录 激活 域 连接 的 蛋 
白质 在 图 左 侧 标 出 。Abovich 和 Rosbash 将 转化 
有 双 质 粒 的 酵母 细胞 培养 在 涂 布 有 X-gal 的 培养 
外 上 ， 通 过 菌 班 的 显 色 来 衡量 报告 基因 lacZ 的 激 
活 情况 ， 呈 暗色 的 菌株 表明 报告 基因 被 激活 。 例 
如 ,第 1 列 第 1 行 和 第 2 行 的 两 个 暗色 菌 斑 ， 表 
BA BBP 可 分 别 与 Mud2p 和 Prp40p (U1 snRNP 
的 组 分 ) 相互 作用 。 另 一 个 阳性 反应 表明 Prp40p 
与 Prp8p (US snRNP 的 组 分 ) 有 相互 作用 。(b) 
实验 结果 总 结 。 示 意 了 图 a 酵母 双 杂 交 实 验 所 揭 
示 的 蛋白 质 -蛋白 质 间 相 互 作 用 关系 。( Souree; 
Abovich N. and M. Rosbash, Cross-intron bridg- 
ing interactions in the yeast commitment complex 
are conserved in mammals Cell 89 (2 May 1997) 
{.5, p.406. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


蛋白 具有 相似 的 功能 特征 ， 那 么 U2AF65 与 SF1 就 
应 彼此 结合 。 为 验证 这 个 假设 ， 研 究 者 同样 利用 醇 
母 双 杂交 和 共 沉 淀 方 法 进行 研究 .结果 发 现 
U2AF65 和 SF1 确实 存在 相互 作用 关系 。 图 14.34 
总 结 了 BBP 与 其 哺乳 动物 同 源 蛋 白 SF1 (又 称 为 
mBBP) 的 桥接 作用 。 在 讨论 选择 3- 剪 接 位 点 的 内 
Sit, CATT UAF 的 功能 特征 ，U2AF65 结 
合 在 3 -剪接 位 点 上 游 的 多 聚 喀 喧 区， 而 U2AF35 与 
3 -剪接 位 点 的 AG 结合 。 在 图 14.34 中 ，U2AF65 
和 U2AF35 以 U2AF 的 形式 共同 结合 在 3 -剪接 位 点 
E, 

Rosbash 研究 小 组 通过 进一步 的 深入 研究 证 明 ， 
BBP 也 能 识别 分 支点 序列 UACUACC， 在 定向 复合 
体 中 能 与 该 序列 结合 或 十 分 靠近 该 序列 )。 所 以 ， 
BBP 也 是 一 类 RNA 结合 蛋白 ,而 且 BBP 现在 的 含 
义 是 “分 支点 结合 蛋白 ”。 
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图 14.34 在 酵母 (a) 和 哺乳 动物 (b) 细胞 内 ， 
内 含 子 -桥接 蛋白 -蛋白 质 相 互 作用 概括 。5 -SS 是 
5/- 剪 接 信号 ; BP 为 分 支点 ; 3'-SS 是 3 -剪接 信 
号 。 除 Prp8p 与 Prp40p 的 相互 作用 外 ， 其 他 蛋白 
质 间 的 相互 作用 均 由 Abovich 和 Rosbash 证 实 。 
Adapted from Abovich, N. and 
M. Rosbash, Cross-intron bridging interactions in 
yeast commitment complex are conserved in mam- 
mals. Cell 89; 409, 1997. ) 
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AG 在 酵母 定向 复合 体 中 ， 分 支点 桥接 蛋 
H (BBP) 能够 与 内 含 子 5 端的 U1 snRNP AS 
近 内 含 子 3 端的 Mud2p 发 生 结 合 。 此 外 ,BBP 
还 能 与 内 含 子 3' 端 附近 的 RNA 序列 结合 。 因 此 ， 
BBP 能 够 将 内 含 子 的 两 个 未 端 桥接 在 一 起 ， 在 前 
接 之 前 将 内 含 子 界定 出 来 。 哺乳 动物 的 BBP 同 源 
EH SFI (mBBP) .在 哺乳 动物 定向 复合 体 中 具 
有 相同 的 桥接 作用 。 

RNA RAMU CTD 的 功能 ”如 本 章 开始 所 提 
及 的 ， 同 5 端 加 帽 、3' 端 多 聚 腺 苷 酸化 一 样 ，pre 
mRNA 的 剪接 同样 受 RNA 聚合 酶 I1 的 最 大 亚 基 
Rpbl 的 C 端 功能 域 (CTD) 的 调控 。 我 们 如 何 了 解 
CTD 在 剪接 过 程 中 所 发 挥 的 功能 ? 2000 4F, Chan- 
gqing Zeng 和 Susan Berget 利用 标记 的 剪接 底 物 进 
行 体外 剪接 反应 ， 该 剪接 底 物 含有 两 个 完整 的 外 显 
子 和 一 个 位 于 两 个 外 显 子 之 间 的 内 含 子 ， 其 结构 如 
图 14. 35b 上 方 的 简 图 所 示 。 为 确保 反应 的 发 生 ， 研 
究 者 同时 向 反应 体系 中 分 别 添加 了 CTD-GST ( 谷 胱 
H-SEN) GST. 
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图 14.35 CTD-GST 能够 促进 体外 剪接 反应 。 (a) 剪接 反应 。Zeng 和 Berger 将 *P- 标 记 的 剪接 底 物 
(Ad600) 与 添加 有 GST (Æ) 或 CTDGST (A) 的 剪接 提取 物 共同 孵育 ， 剪 接 底 物 的 结构 见 图 b) 的 
上 方 ， 上 方 的 模 形 符号 表示 线 育 时 间 的 延长 。 然 后 电泳 提取 物 ， 分 离 前 体 、 中 间 体 和 最 终 产物 。 图 左 侧 
标 出 了 RNA 的 位 置 ， 并 绘 出 简 图 以 助 识别 。CTD 使 反应 效率 提高 3 一 5 倍 。(b) 实验 结果 的 曲线 图 。 根 
据 RNA 产物 的 百分率 与 时 间 (min) 关系 作 图 ， 蓝 色 曲 线 为 添加 GST 的 剪接 反应 结果 ;红色 曲线 为 添 
加 CTD-GST 的 剪接 反应 结果 。(Source: Copyright © American Society for Microbiology, Molecular and 
Cellular Biology vol. 20, No. 21, p. 8294. fig. 1, 2000. ) 


图 14. 35a 显示 ， 通 过 测量 套 索 状 外 显 子 中 间 

体 、 套 索 状 内 含 子 及 外 显 子 产物 的 数量 可 以 看 出 ， 

融合 蛋白 CTD-GST 能 促进 剪接 。 与 GST 相 比 ， 

CTD-GST 促进 剪接 的 程度 是 GST 的 3 一 5 倍 ， 当 然 

GST 不 具有 促进 剪接 的 效应 。 值 得 注意 的 是 ， 两 组 
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实验 的 剪接 中 间 体 和 最 终 产物 出 现 的 时 间 没有 差异 ， 
但 添加 CTD-GST 融合 蛋白 的 实验 组 在 相同 时 间 内 
能 够 积累 更 多 得 剪接 中 间 体 分 子 和 最 终 产物 ， 这 说 
明 CTD 能 够 招募 剪接 底 物 结合 到 有 活性 的 剪接 复合 
体 上 。 


令 人 感 兴趣 的 是 ，CTD-GST 不 能 促进 含有 不 完 
整 外 显 子 的 底 物 的 剪接 ， 图 14. 36 显示 了 这 一 现象 . 
剪接 底 物 Ad 100 和 MT16-L 只 含有 1 个 完整 的 外 显 
FP, 但 CTD-GST 能 促进 这 些 底 物 的 剪接 。 当 底 物 


MT16-S 含 有 2 个 完整 外 显 子 和 1 个 不 完整 外 显 子 
时 ，CTD-GST 不 会 对 这 个 底 物 的 剪接 产生 任何 影 
响 。 在 相似 的 实验 中 ， 含 有 1 个 完整 外 显 子 和 1 个 
不 完整 外 显 子 的 底 物 其 剪接 反应 也 不 受 CTD 促进 。 
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图 14.36 在 外 显 子 界定 或 内 含 子 界定 条 件 下 ，CTID-GST 对 剪接 反应 的 影响 。Zeng 和 Berget 利用 图 
14, 35 的 方法 ， 对 图 上 方 所 示 的 3 种 标记 剪接 底 物 进行 体外 剪接 。 前 两 个 底 物 有 完整 的 外 显 子 ， 按 外 显 
子 界定 模型 进行 剪接 ;第 三 个 底 物 MT16-S 有 一 个 不 完整 的 外 显 子 ， 按 内 含 子 界 定 模型 进行 前 接 ， 凝 胶 
电泳 结果 见 图 底部 ， 实 验 结果 如 上 方 曲线 图 所 示 。 蓝 色 曲 线 为 添加 GST 的 剪接 反应 结果 ; 红色 曲线 为 
添加 CTD-GST 的 剪接 反应 结果 . (Source; Copyright © American Society for Microbiology, Molecular 
and Cellular Biology vol. 20, No.21, p. 8294, fig. 4, 2000.) 


先前 的 实验 已 表明 ，CTD 能 够 与 snRNP 和 SR 
蛋白 结合 。 据 此 ，Zeng 和 Berget 提出 ,在 RNA 聚 
合 酶 合成 外 显 子 后 ，CTD eh ie He WY i AF BIS 
子 上 而 促进 剪接 反应 〈 图 14. 37) 。 但 为 什么 只 有 在 
剪接 底 物 具有 完整 外 显 子 序列 时 才能 表现 出 这 一 功 
fë? Changqing Zeng 和 Susan Berget 从 外 显 子 界定 
(exon definition) 方面 解释 了 这 些 结果 。 基 于 其 他 
一 些 实验 ，Berget 及 同事 提出 了 给 定 premRNA 的 
两 种 剪接 方式 ， 即 外 显 子 界定 和 内 含 子 界定 (intron 
definition) 。 外 显 子 界定 是 指 剪 接 因子 通过 识别 外 显 
子 的 末端 而 切除 位 于 外 显 子 之 间 的 内 含 子 ， 内 含 子 
界定 是 指 剪 接 因 子 通过 识别 内 含 子 末端 而 不 是 外 显 
子 末端 而 切除 内 含 子 。 对 外 显 子 界定 而 言 ， 要 求 所 
有 的 外 显 子 序列 必须 完整 ， 这 样 就 能 够 准确 判定 某 
个 序列 是 否 为 真正 的 外 显 子 ， 否 则 就 会 因 外 显 子 的 
不 确定 而 不 能 发 生 外 显 子 界定 的 剪接 反应 。 但 内 含 
子 界定 的 剪接 反应 仍 能 正常 进行 。 如 果 这 一 假说 是 
正确 的 话 ， 则 很 明显 ，CTD 是 不 会 促进 内 含 子 界 定 
的 剪接 反应 。 

免疫 剥离 实验 的 结果 进一步 证 实 了 CTD 在 外 显 


子 界定 模型 中 发 挥 作用 的 假说 。Zeng 和 Berget 通过 
免疫 剥离 从 提取 物 中 去 除 RNA RAR I, ARR 
现 ， 由 于 RNA 聚合 酶 II 的 部 分 缺失 ， 依 赖 于 外 显 
子 界定 的 底 物 剪接 受到 了 抑制 ， 但 几乎 不 影响 依赖 
于 内 含 子 界 定 的 底 物 剪接 。 向 经 免疫 剥离 处 理 的 提 
取 物 中 重新 添加 CTD 可 恢复 依赖 于 外 显 子 界定 的 底 
物 剪 接 。 


小 结 RNA RANS I Rpbl 亚 基 的 C 端 功 能 
域 〈CTD) 能 够 促进 外 显 子 界定 的 底 物 六 接 ,但 
不 会 促进 内 合子 界定 的 底 物 剪 接 。CTD 与 剪接 因 
子 结合 deep i 
端 ， 引 发 剪接 反应 * 


选择 性 剪接 通过 前 面 对 前 接 定 向 性 的 讨论 ， 
自然 而 然 地 引发 出 另 一 个 重要 的 话题 ， 选择 性 剪接 
(alternative splicing)。 真 核 生 物 大 约 有 5%% 的 pre- 
mRNA 可 按 一 种 以 上 的 方式 进行 剪接 ， 产 生 两 条 或 
多 条 编码 不 同 蛋白 质 的 mRNA 分 子 。 人 类 60% 的 
转录 物 可 发 生 选 择 性 剪接 。 从 一 种 剪接 方式 向 另 一 
种 剪接 方式 的 转换 无 疑 会 涉及 剪接 的 定向 性 ， 在 本 
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图 14.37 CID 参与 外 显 子 界定 的 模型 。 (a) RNA 聚合 酶 转录 出 第 一 个 外 显 子 后 ，CTD 介 导 剪接 因子 
装配 到 premRNA 外 显 子 的 两 个 末端 ， 从 而 界定 了 这 个 外 显 子 。(b) RNA 聚合 酶 转录 出 第 二 个 外 显 子 ， 


CTD 以 同样 方式 介 导 该 外 显 子 的 界定 。CTD 也 能 将 两 个 外 显 子 彼此 拉 近 ， 为 剪接 做 好 准备 。 


Co) 当 


RNA 聚合 酶 还 在 继续 转录 时 ， 两 个 外 显 子 已 被 拼接 。( Soxrce:， Adapted from Zeng, C. and S. Berget, 
Participation of the C-terminal domain of RNA polymerase II in exon definition during permRNA spli- 
cing. Molecular and Cellular Biology 20 (2000) p. 8299. F. 9. ) 


节 最 后 我 们 再 讨论 这 个 话题 。 
» 1980 年 ，David Baltimore 及 同事 首次 在 小 鼠 免 
疫 球 蛋 白 上 重 链 基 因 中 发 现 了 选择 性 剪接 的 事例 。 
小 鼠 球 蛋白 上 重 链 有 分 泌 型 〈 心 》 和 膜 结合 型 《jw) 
两 种 形式 ， 其 区 别 在 于 ， 膜 结合 型 的 C 端 具有 能 使 
之 错 定 在 膜 上 的 一 个 疏水 区 ， 而 分 泌 型 的 C 端 无 此 
疏水 功能 区 。 通 过 核酸 杂交 分 析 ，Baltimore 及 同事 
发 现 ， 分 别 编码 这 两 种 蛋白 质 的 mRNA 分 子 的 5' 端 
序列 相同 ， 但 3 端 序列 完全 不 同 。 研 究 者 克隆 了 编 
码 免 疫 球 蛋 白 p 重 链 固 定 区 的 胚 系 基 因 〈C, 基因 )， 
发 现 该 基因 既 能 编码 分 泌 型 重 链 Cp.) 的 3 区 , 也 
能 编码 膜 结合 型 重 链 (js) 的 3' 区 ， 只 是 这 两 个 序 
列 分 属 两 个 独立 的 外 显 子 。 由 此 可 见 ， 同 一 条 pre- 
mRNA 分 子 通过 两 种 不 同 的 剪接 方式 ， 可 形成 了 分 
别 编码 六 和 jm 的 两 条 成 熟 的 mRNA 分子， 如 图 
14.38 所 示 。 因 此 ， 选 择 性 剪接 能 够 决定 一 个 基因 
蛋白 质 产物 的 性 质 ， 因 而 可 调控 基因 的 表达 。 

选择 性 剪接 具有 重要 的 生物 学 功能 。 果 蝇 的 性 
别 决定 系统 是 选择 性 剪接 调控 基因 表达 的 最 好 例证 ， 
果 蝇 的 性 别 决定 涉及 srl GER BIH, sex lethal), 
tra (9% h, transformer), dst (IRE FH, dow 
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blesex) 3 个 基因 premRNA BY i HR HE DY HE. 图 
14. 39 总 结 了 果 蝇 基因 选择 性 剪接 的 模式 。 这 些 基 
因 的 转录 物 若 进行 雄性 特异 性 剪接 ， 则 导致 梭 性 个 
体 的 发 育 : 这 些 基因 的 转录 物 若 进 行 峻 性 特异 性 前 
接 ， 则 导致 峻 性 个 体 的 发 育 。 

而 且 ， 这 些 基因 在 级 联 剪 接 反 应 中 有 如 下 功能 。 
sel 基因 转录 物 的 雌性 特异 性 剪接 ， 导 致 活性 蛋白 质 
产物 的 形成 ， 此 产物 能 进一步 增强 szl 基因 转录 物 
的 肉 性 特异 性 剪接 反应 ， 同 时 也 引发 tra 基因 转录 
物 的 肉 性 特异 性 剪接 反应 ， 产 生 有 活性 的 Tra 蛋白 
(实际 上 ， 即 使 在 肉 性 个 体内 ， 大 约 也 有 一 半 量 的 
tra 基因 转录 物 进行 雄性 特异 性 剪接 反应 ,但 只 能 产 
生 无 活性 的 蛋白 质 产 物 ， 因 此 ， 峻 性 特异 性 剪接 占 
主导 地 位 )。 活 性 tra 蛋白 与 ve? 蛋白 协同 作用 ， 引 
发 dsz 基因 转录 物 的 肉 性 特异 性 剪接 反应 ， 其 蛋白 
质 产物 能 抑制 雄性 特异 基因 的 表达 ， 从 而 导致 肉 性 
个 体 的 发 育 。 

FAR. sel 转录 物 的 雄性 特异 性 剪接 产生 无 活性 
的 蛋白 质 产物 ， 因 为 剪接 形成 的 mRNA 分 子 内 有 一 
个 外 显 子 含有 终止 密码 子 。 所 以 tra 转录 物 可 进行 
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图 14.38 ”小刀 免疫 球 蛋 和 白 上 重 链 基 因 的 选择 性 剪接 模式 。 图 上 方 为 基因 结构 图 示 。 条 框 代表 
SBF, SSBF RE) 编码 将 蛋白 质 产物 分 泌 到 质 膜 或 胞 外 的 信号 肽 ，V 外 显 子 橙色) 
编码 蛋白 质 的 可 变 区 ; CRF EE) 编码 蛋白 质 的 恒定 区 。j 蛋白 分 沁 末 端的 编码 区 
(黄色 ) 邻近 第 4 个 恒定 外 显 子 〈Cp4) 的 末端 ， 其 后 是 一 小 段 非 翻 译 区 〈 红 色 ) 及 一 较 长 的 
内 含 子 。 最 后 是 两 个 外 显 子 ， 其 中 第 一 个 外 显 子 〈 绿 色 ) 编码 pa mRNA 的 膜 锚 定 区 ， 第 二 个 
外 显 子 〈 红 色 ) 是 ke mRNA 末端 的 非 翻 译 区 。 指 向 左 、 右 两 侧 的 箭头 指示 剪接 的 两 种 模式 ， 
产生 免疫 球 蛋 白 py 重 链 的 两 种 类 型 : 分 小型 y。 和 膜 结合 型 pn. (Source; Adapted from Early 
P., J. Rogers, M. Davis, K. Calame, M. Bond, R. Wall, and L. Hood, Two mRNAs can be 
produced from a single immunoglobulin y gene by alternative RNA processing pathways. Cell 20; 
318, 1980. ) 


雌性 pre-mRNA 雄性 
nuga Rw 
Sx! Iy(A) 
a KARO man 
poly(A) 
OR NON te 
98S A wa 入 POA) = or 
mete Sa 
N poly(A) g x 终止 
oa Lg) ly(A) 
SAAN) E, 
mtn Cette ey poly(A) 
EEE, g VV V 


\ 
poly(A) poly(A) 


图 14.39 RRMTERU RE PEM MAMAN. srl, tra 和 dsz 基因 premRNA 的 结构 在 肉 雄 果 蝇 个 
体 中 是 一 致 的 ， 见 图 中 部 所 示 。 肉 性 特异 剪接 模式 和 梭 性 特异 剪接 模式 分 别 在 结构 图 的 上 方 和 下 方 标 出 。 
szl pre-mRNA 的 峻 性 特异 性 剪接 涉及 1、2、4 一 8 等 7 个 外 显 子 的 拼接 ， 而 其 雄性 特异 性 剪接 涉及 全 部 8 
个 外 显 子 的 拼接 ， 其 中 外 显 子 3 含有 终止 密码 子 。 这 意味 着 该 转录 物 的 雄性 特异 性 剪接 产生 短 的 无 活性 
蛋白 质 。 同 样 ，tra pre mRNA 的 峻 性 特异 性 剪接 涉及 1、3、4， 导 致 功能 活性 蛋白 质 的 产生 ， 而 其 雄性 
特异 性 剪接 涉及 全 部 4 个 外 显 子 的 拼接 ， 其 中 外 显 子 2 含有 终止 密码 子 的， 产生 无 活性 蛋白 质 产物 。 最 
左 侧 的 长 箭头 指示 基因 和 蛋白 产物 对 剪接 有 正 控 效 应 ， 即 Sxl 蛋白 会 引发 szl premRNA 和 tra premRNA 
的 雄性 特异 性 剪接 反应 。 峻 性 tra 基因 产物 与 tra-2 产物 协同 作用 ， 引 发 dsz 基因 转录 物 的 雄性 特异 性 剪 
接 ,(Source: Adapted from Baker, B. S. Sex in flies: The spice of life. Nature 340; 523, 1989.) 


默认 雄性 特异 性 剪接 ) 剪接 ， 剪 接 产物 因 包含 终 。 基因 的 蛋白 质 产 物 ， 那 么 ， 处 于 发 育 期 的 细胞 将 按 
止 密码 子 而 不 能 翻译 出 功能 Tra 蛋白 。 由 于 没有 tra 默认 的 雄性 特异 性 剪接 模式 对 dsr 转录 物 进行 剪接 ， 
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其 产物 将 使 峻 性 特异 性 基因 失 活 ， 从 而 导致 雄性 个 
体 的 发 育 。 

如 何 控制 选择 性 剪接 ? 在 对 剪接 定向 性 机 制 了 
解 的 基础 上 ， 我 们 猜测 ，RNA 结合 剪接 因子 可 能 参 
与 对 选择 性 剪接 的 调控 。 确 实 ， 由 于 sal Alera 产物 
能 够 分 别 决定 tra 基因 转录 物 和 dse 基因 转录 物 的 
剪接 位 点 ， 所 以 我 们 推测 这 些 蛋白 质 应 该 是 剪接 因 
子 ， 能 够 确保 肉 性 特异 性 剪接 模式 的 发 生 ， 根 据 这 
一 假设 ，Sxl 蛋白 和 Tra 蛋白 应 该 均 为 SR 蛋白 。 

为 进一步 一 明 剪 接 位 点 选择 的 机 制 ，Tom Mani- 
atis 及 同事 着 重 研究 了 Tra 蛋白 和 Tra-2 蛋白 (分别 
为 tra W trae? 基因 的 蛋白 质 产物 ) 对 dsx pre-RNA 的 
肉 性 特异 性 剪接 。 他 们 发 现 ，Tra 和 Tra-2 这 两 个 蛋 
白质 通过 结合 在 dzs pre mRNA 的 肉 性 特异 性 3 剪接 
位 点 下 游 约 300nt 处 的 调控 区 而 发 挥 作用 ， 该 调控 区 
含 6 个 13nt 序列 的 重复 元 件 〈repeat element). 

Tra 和 Tra-2 是 dxs permRNA 进行 肉 性 特异 性 
剪接 所 必需 的 ， 但 是 否 为 充分 条 件 ? 为 阐明 事实 ， 
Ming Tian 和 Maniatis 针对 剪接 的 定向 性 ， 开 展 了 
相关 的 研究 工作 。 研 究 者 以 只 含 外 显 子 3 和 4 及 两 
者 之 间 内 含 子 的 标记 截 短 dse premRNA 为 体外 前 
接 底 物 ， 该 底 物 在 体外 可 被 剪接 。 然 后 加 入 Tra, 
Tra-2 和 经 微 球菌 核酸 酶 (micrococcal nuclease, 
MNase) 处 理 后 的 细胞 核 提取 物 ， 提 供 除 Tra, 
Tra-2 以 外 的 其 他 蛋白 质 ， 以 用 于 定向 复合 体 的 形 
成 。 微 球菌 核酸 酶 能 够 降解 snRNA 而 保留 了 
snRNP 中 的 蛋白 质 组 分 。 然 后 在 加 入 未 经 核酸 酶 处 
理 的 细胞 核 提 取 物 及 过 量 的 竞争 RNA。 如 果 定向 复 
合体 在 预 解 育 阶段 就 已 形成 ， 则 标记 的 premRNA 
将 会 被 剪接 如 果 在 预 时 育 阶段 定向 复合 体 没 有 形 
成 ， 那么 竞争 RNA 就 会 阻 断 标记 pre-mRNA 的 剪 
接 。 为 分 析 标记 底 物 的 剪接 情况 ，Tian 和 Maniatis 
对 反应 产物 进行 凝 胶 电 泳 ， 通 过 放射 自 显影 确定 
RNA 的 种 类 。 结 果 发 现 ， 在 无 MNase 处 理 的 核 提 
取 物 存在 时 ，Tra 和 Tra-2 单独 存在 不 足以 促使 定 
向 复合 体 的 形成 。 因 此 ， 核 提取 物 中 存在 着 某 些 能 
补偿 Tra 和 Tra-2 功能 的 蛋白 质 ， 可 引发 定向 复合 
体 的 形成 。 

为 确定 其 他 必需 的 剪接 因子 ，Tian 和 Maniatis 
首先 纯化 了 所 有 的 SR 蛋白 ， 发 现 SR 蛋白 混合 物 能 
够 补偿 Tra 和 Tra-2 的 功能 。 接 下 来 ， 研 究 者 获得 4 
个 纯化 重组 的 SR 蛋白 和 2 个 高 度 纯化 的 非 重 组 SR 
蛋白 ， 然 后 通过 剪接 定向 性 实验 分 析 这 些 SR 蛋白 
对 Tra 和 Tra-2 的 补偿 功能 。 在 该 实验 中 ， 用 纯化 
的 蛋白 质 取代 了 前 面 实验 中 的 MNase 处 理 的 细胞 核 
提取 物 。 图 14. 40 泳 道 1 的 结果 显示 ， 在 没有 其 他 
任何 SR 蛋白 时 ，Tra 和 Tra-2 不 能 单独 引发 剪接 反 
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应 ; 泳 道 2 显示 , iek (ammonium sulfate, 
AS) 沉淀 获得 SR 蛋白 混合 物 能 够 补偿 Tra 和 Tra-2 
的 功能 ; 其 他 泳 道 显 示 重组 SR 蛋白 和 高 度 纯化 的 
非 重 组 SR 蛋白 对 Tra 和 Tra-2 的 补偿 效应 ， 其 中 有 
些 SR 蛋白 具有 功能 补偿 效应 ， 而 有 些 SR 蛋白 则 无 
功能 补偿 效应 。 特 别 是 ，SC35、SRp40、SRp55 和 
SRp75 能 补偿 Tra 和 Tra-2 的 功能 , 但 SRp20 和 
SF2/ASF 无 功能 补偿 效应 。 由 此 可 见 ，Tra # Tra- 
2 以 及 外 加 任何 一 种 有 活性 的 SR 蛋白 就 足以 确保 
dsx pre mRNA 发 生肉 性 特异 性 剪接 。 


— AS SRp20 rSF2/ASF rSC35 rSRp55 
se] = 


oh 
15 16 17 18 19 20 


图 14.40 dsx premRNA 雌性 特异 性 剪接 的 定向 
性 分 析 。Tian 和 Maniatis 通过 dsx pre-mRNA 的 
体外 剪接 试验 ， 分 析 了 各 种 SR 蛋白 与 Tra 、 
Tra-2 的 互补 能 力 。 泳 道 1， 无 补偿 蛋白 瀛 道 
2: SHBRRME (AS) 沉淀 的 SR 蛋白 混合 物 ; 
泳 道 3 一 14: 含有 不 同 的 SR 蛋白 ，SR 蛋白 种 类 
在 泳 道 的 上 方 标 出 ; 泳 道 15， 与 泳 道 1 相同 的 另 
一 个 负 对 照 ; 泳 道 6: 含有 最 大 量 的 重组 蛋白 
SC35， 同 泳 道 11; 沪 道 17 一 20， 含有 纯化 的 非 
重组 SR AEA, SR 蛋白 种 类 在 泳 道 的 上 方 标 出 。 
在 两 张 放 射 自 显影 图 像 的 中 间 标 注 了 剪接 底 物 
(上方 条 带 ) 及 剪接 产物 下 方 条 带 ) 泳 动 的 位 
Ti. (Source: Tian, and M. Maniatis, A splicing 
enhancer complex controls alternative splicing of 
doublesex pre-mRNA. Cell 74 (16 July 1993) 
f. 5. p. 108. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


特定 剪接 模式 的 发 生 涉及 SR 蛋白 与 premRNA 
的 结合 ， 已 知 Tra 和 Tra-2 结合 在 重复 元 件 上 ， 其 
他 SR 蛋白 是 否 也 与 此 元 件 结合 ? 为 探 明 事实 ，Tian 
和 Maniatis 将 含有 重复 元 件 的 RNA 连接 到 树脂 上 ， 
利用 亲 和 层 析 分 离 法 ， 从 含有 重复 元 件 的 RNA 分 
子 上 分 离 获得 了 与 之 结合 的 蛋白 质 ， 电 泳 后 进行 免 
疫 印迹 《Western 斑点 杂交 )。 最 后 ， 分 别 利用 搞 
Tra, $i Tra-2 和 抗 SR 的 抗体 在 3 组 独立 实验 中 分 
析 免 疫 印 迹 的 蛋白 质 组 分 。 他 们 检测 到 了 Tra 蛋白 、 
Tra-2 蛋白 以 及 大 量 的 SRpt0， 其 中 在 一 个 条 带 中 也 
可 能 含有 SF2/ASF 或 SC35。 由 于 在 剪接 定向 性 分 
析 实 验 中 是 SC35 而 不 是 SF2/ASF 能 补偿 Tra 和 


Tra-2 的 功能 ， 因 此 我 们 推测 该 条 带 中 的 蛋白 质 组 
分 应 该 是 SC35。 在 缺少 Tra 和 Tra? BABY, SR 
蛋白 与 RNA 都 没有 显著 的 结合 。 该 实验 证 明 ， 在 
Tra 和 Tra-2 蛋白 存在 时 ， 只 有 两 个 SR 蛋白 能 够 很 
好 地 与 含有 重复 元 件 的 RNA 结合 。 虽然 这 并 不 表 
明 结合 与 剪接 定向 之 间 存 在 必然 联系 ,但 所 结合 的 
2 个 SR 蛋白 在 定向 过 程 中 可 补偿 Tra 和 Tra-2 的 事 
实 给 了 我 们 一 定 的 暗示 。 
小 结 ”许多 真 核 生物 基因 的 转录 物 可 进行 选 
择 性 剪接 ， 这 对 基因 的 蛋白 质 产物 有 着 重要 的 影 
响 。 例如， 通过 选择 性 剪接 可 产生 分 泌 型 和 膜 结 
合 型 两 种 不 同 的 蛋白 质 ， 甚 至 能 够 产生 具有 活性 
和 无 活性 之 分 的 蛋白 质 。 在 果 蜗 的 性 别 决定 途径 
中 ，3 个 基因 的 转录 产物 就 经 历 了 选择 性 剪接 。 
tra 基因 转录 物 经 肉 性 特异 性 剪接 后 产生 功能 活 
YE Tra 蛋白 ,引发 wz pre-mRNA 的 肉 性 特异 性 
剪接 ， 最 终 导致 峻 性 果 蜗 个 体 的 产生 。tra 转录 
物 的 雄性 特异 性 剪接 会 导致 无 功能 活性 蛋白 质 的 
产生 ， 从 而 使 dsx premRNA 按 默认 的 雄性 特异 
性 剪接 模式 进行 剪接 ， 最 终 导致 雄性 果 蝇 个 体 的 
产生 。Tra 和 Tra-2 连同 一 种 或 多 种 SR 蛋白 能 够 
确保 dsx pre-mRNA 在 肉 性 特异 性 剪接 位 点 处 发 
生 剪 接 。 这 种 定向 性 可 能 是 绝 大 多 数 但 不 是 全 部 
选择 人 性 剪接 的 基础 


剪接 的 调控 
通过 上 述 两 个 生物 系统 的 介绍 我 们 已 了 解 ， 同 
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一 条 pre mRNA 分 子 可 通过 选择 性 剪接 产生 两 种 截 
然 不 同 的 产物 。 但 选择 性 剪接 并 不 只 是 个 别 事件 ， 
估计 人 类 有 超过 一 半 的 基因 会 经 历 选 择 性 剪接 ， 其 
中 许多 基因 有 两 种 以 上 的 剪接 方式 ， 有 的 甚至 达 上 
TH. 

图 14. 41 举例 说 明了 几 种 不 同 的 选择 性 剪接 模 
式 。 第 一 ， 转 录 物 可 以 在 不 同 的 启动 子 处 起 始 合成 。 
在 本 例 中 ， 从 第 一 个 启动 子 处 起 始 的 转录 可 合成 包 
含 第 一 个 外 显 子 〈A) 的 转录 物 。 而 从 第 二 个 启动 
子 处 起 始 的 转录 ， 其 合成 的 转录 物 就 没有 第 一 个 外 
显 子 〈(A)。 第 二 ， 在 转录 过 程 中 有 些 外 显 子 〈 如 外 
EFO 会 被 遗漏 ， 产 生 缺 失 该 外 显 子 的 mRNA 产 
物 . 第 三 ，5 -剪接 位 点 的 可 变性 可 导致 某 个 外 显 子 
的 部 分 序列 在 本 事例 中 为 D ) 会 在 mRNA 分 子 
出 现 或 缺失 。 第 四 ，3 -剪接 位 点 的 可 变性 会 导致 某 
个 外 显 子 的 部 分 序列 (在 本 事例 中 为 F) 会 在 mR- 
NA 分 子 出 现 或 缺失 。 第 五 ， 内 含 子 保留 (retained 
intron) 。 如 果 内 含 子 未 被 识别 ， 那 么 该 内 含 子 就 会 
留存 在 mRNA 分 子 中 ， 见 图 14. 41 下 方 的 剪接 模 
式 。 第 六 ， 多 聚 腺 苷 化 作用 会 引起 premRNA 的 切 
割 ， 导 致 下 游 外 显 子 的 缺失 。 例 如 ， 在 poly (A) 
位 点 1 处 进行 切割 会 导致 外 显 子 H 的 缺失 。 有 关 
mRNA 的 多 聚 腺 苷 化 加 工 过 程 的 内 容 将 在 第 15 章 
介绍 。 由 此 可 见 ， 如 果 在 6 个 位 点 发 生 2 个 不 同事 
件 ， 则 将 会 产生 2 二 64 种 结果 。 
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图 14.41 具有 选择 性 启动 子 和 多 聚 腺 背 化 位 点 的 选择 性 剪接 模式 。 图 中 只 给 出 了 可 能 会 产生 64 种 
mRNA 的 可 变 剪接 模式 ，6 个 不 同 的 决定 性 位 点 从 左 至 右 依 此 如 下 。Q@ 若 从 第 一 个 启动 子 处 起 始 转 
录 ， 则 外 显 子 1 能 够 出 现在 转录 本 中 ， 若 从 第 二 个 启动 子 处 起 始 转录 ， 则 转录 本 会 缺失 外 显 子 1。 
O 外 显 子 C 识别 的 失败 会 导致 下 方 所 示 剪 接 模式 中 对 其 剪接 的 省 略 。@ 对 外 显 子 D 内 5 -选择 性 前 
BAL CHEF D 和 D! 之 间 ) 的 识别 会 导致 D 在 经 历 下 方 所 示 剪接 模式 后 缺失 。@ 对 外 显 子玉 内 3'- 
选择 性 剪接 位 点 位 于 和 F' 之 间 ) 的 识别 会 导致 在 经 历 下 方 所 示 剪接 模式 后 缺失 。@ 对 保留 内 
AF (RW 识别 的 失败 会 导致 R 在 经 历 下 方 所 示 剪接 模式 后 ， 留 存在 mRNA 分 子 中 。@ SRA 
作用 会 引起 pre mRNA 在 poly (A) 位 点 1 处 被 切割 ， 在 经 历 上 方 所 示 剪接 模式 后 ， 外 显 子 H 缺失 。 


选择 性 剪接 显然 会 受到 细胞 的 精细 调控 。 否则， 
在 雄性 果 蝇 个 体 中 dsz pre-mRNA 可 能 就 会 发 生肉 


性 特异 性 剪接 。 这 一 切 者 暗示， 在 一 种 情况 下 被 认 
为 是 外 显 子 的 序列 ， 在 另 一 种 情况 下 则 会 被 认为 是 
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内 含 子 的 一 部 分 。 

那么 ， 是 什么 机 制 能 够 促进 这 些 信号 在 特定 环 
境 下 被 识别 ， 而 在 另 一 种 环境 中 又 抑制 对 这 些 信号 
的 识别 ? 一 部 分 答案 是 ， 正 如 我 们 刚才 所 了 解 到 的 ， 
剪接 因子 促进 了 特定 剪接 位 点 的 定向 ; 另 一 部 分 答 
案 是 ， 外 显 子 含 有 促进 剪接 的 外 显 子 剪 接 增强 子 
(exonic splicing enhancer, ESE) 和 抑制 剪接 的 外 显 
子 剪 接 沉默 子 (exonic splicing silencer, ESS) (AS 
子 也 存在 着 内 含 子 剪接 增强 子 和 内 含 子 剪接 沉默 
子 )。 这 些 序列 可 能 与 细胞 类 型 特异 性 或 细胞 发 育 阶 
段 特异 性 蛋白 质 因子 结合 ,或 者 与 响应 外 部 试剂 
《如 激素 ) 的 蛋白 质 因子 结合 ， 这 些 结合 作用 可 能 会 
促进 或 抑制 邻近 位 点 的 剪接 反应 。 

果 蝇 的 性 别 决定 基因 dsz 为 研究 外 显 子 剪接 增 
强 子 的 作用 机 制 提供 了 一 个 很 好 的 事例 。 该 基因 第 
4 个 外 显 子 〈 图 14. 39) 的 3 -剪接 位 点 信号 不 强 ， 
剪接 因子 U2AF 难以 识别 。 因此， 在 雄性 果 蝇 中 ， 
外 显 子 4 因 不 能 被 识别 而 在 成 熟 mRNA 中 缺失 。 但 
是 在 峻 性 果 蜗 中 ，tra 基因 的 蛋白 质 产 物 Tra 以 及 2 
个 SR 蛋白 能 够 与 外 显 子 4 的 ESE 结合 ， 并 可 能 通 
过 吸引 剪接 因子 U2AF 而 激活 对 外 显 子 4 前 面 的 3- 
剪接 位 点 的 识别 。 这 样 ， 外 显 子 4 就 存在 于 成 熟 
mRNA 分 子 内 。 

目前 ， 已 有 许多 ESE 被 鉴定 。 发 现 ESE 的 途径 
之 一 就 是 进行 序列 蔽 除 ， 然 后 观察 特定 位 点 的 剪接 
缺失 情况 。 鉴 定 ESE 的 另 一 个 途径 是 利用 功能 性 
SELEX 技术 (第 5 W), 该 技术 的 基础 是 依赖 于 
ESE 促进 剪接 的 能 力 ， 而 不 是 与 特殊 分 子 结合 的 能 
Ji. Adrian Krainer 及 同事 克隆 一 段 由 外 显 子 - 内 含 
子 - 外 显 子 构成 的 DNA 片段 ， 其 中 第 二 个 外 显 子 的 
带 ESE 序 列 ， 研 究 者 用 一 套 20 聚 体 的 随机 引物 通 
过 PCR 取代 ESE， 对 数量 达 1. 2X10" h9 DNA 片段 
进行 转录 ， 然 后 借助 于 凝 胶 电泳 ， 从 这 些 转录 物 中 
筛选 能 够 在 无 细胞 提取 物 中 发 生 剪接 的 RNA 分 子 。 
通过 凝 胶 电泳 可 以 将 剪接 和 未 被 剪接 的 RNA 区 分 
开 来 。 

功能 性 SELEX 程序 的 缺点 是 ， 由 于 事先 已 知 
无 细胞 提取 物 中 所 加 的 SR 蛋白 种 类 ， 导致 与 未 知 
蛋白 作用 的 ESE 被 忽略 。 运 用 计算 法 可 以 解决 这 个 
问题 : 比 对 真正 外 显 子 和 假 外 显 子 序列 ， 找 出 在 真 
正 外 显 子 中 高 频 出 现 的 短 序 列 〈6 一 10nt)。 当 然 ， 
ESE 不 太 可 能 出 现在 假 外 显 子 中 ， 因 为 假 外 显 子 不 
需要 剪接 。 但 ESE 一 定 会 存在 于 需要 剪接 的 真正 外 
SF GAR, ESS 倾向 存在 于 假 外 显 子 中 )。 一 旦 
假定 的 ESE 被 鉴定 出 来 后 ， 可 以 将 ESE 序列 置 于 模 
式 剪 接 底 物 中 经 常 被 跳 过 的 外 显 子 内 ， 直 接 分 析 
ESE 促进 剪接 的 能 力 。 
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ESE% 5 SR 蛋白 相互 作用 ， 而 ESS 可 与 
hnRNP 相互 作用 ，hnRNP 是 结合 有 hnRNA 的 蛋白 
M. hn RNP Al 是 与 ESE 活性 有 关 的 一 种 hnRNP, 
分 子 生 物 学 家 已 发 现 hn RNP Al 至 少 有 3 种 不 同 的 
作用 机 制图 14. 42)， 而 且 这 3 种 机 制 都 可 发 挥 作 
用 ,不 同 的 机 制 用 于 抑制 不 同 外 显 子 的 剪接 。 

(a) 


(b) 


(o) 


图 14.42 hnRNP Al ARWR, (a) Al 
首先 与 ESS 结合 ， 协 同 结合 的 Al 使 其 结合 区 域 
不 断 扩展 ， 图 中 显示 的 是 结合 区 向 前 一 个 内 含 子 
末端 的 3 剪接 位 点 扩展 ， 从 而 阻止 U2AF 的 结 
合 。(b) Al 与 邻近 内 含 子 分 支点 (BP) 附近 的 
内 含 子 沉默 元 件 结合 ， 阻 止 U2 HHA. (c) Al 
SMES DF RAS FAR FMRI 
合 ， 通 过 Al 分 子 间 的 相互 作用 产生 一 个 可 隔离 
外 显 子 RNA 环 ， 避 兔 了 外 显 子 与 剪接 机 构 的 
结合 。 

第 一 个 机 制 涉及 一 个 ESS: 与 外 显 子 内 ESS 结 
合 的 Al 能 够 引起 其 他 Al 的 协同 结合 。 这样，Al 
就 结合 在 整个 外 显 子 区 域 ， 覆 盖 了 剪接 信号 ， 使 之 
不 能 被 剪接 结构 发 现 。 另 外 两 个 机 制 涉及 Al 与 内 
含 子 沉默 元 件 〈intronic silencing element) 的 结合 。 
HIV tat 基因 第 三 个 外 显 子 的 剪接 就 是 第 二 个 机 制 
的 例证 ，Al 与 内 含 子 分 支点 附近 的 结合 位 点 结合 ， 
阻止 U2 snRNP 在 该 位 点 的 结合 ， 导 致 剪 接 失 败 。 
在 第 三 种 机 制 中 ，Al 与 外 显 子 侧翼 的 两 个 内 含 子 位 
点 结合 ,通过 两 个 Al 分 子 间 的 相互 作用 使 外 显 子 
游离 于 RNA 环 之 外 ,使 其 被 剪接 机 构 所 忽略 。 

如 何 鉴定 ESS? 一 种 途径 是 借助 计算 方法 ， 通 
过 与 真 外 显 子 的 序列 比 对 ， 寻 找 高 频 出 现在 假 外 显 
子 中 的 序列 。 另 一 种 途径 就 是 直接 寻找 抑制 剪接 的 


序列 。Christopher Burge 及 同事 为 鉴定 ESS 序列 ， 
利用 绿色 荧光 蛋白 (green fluorescent protein, 
GFP) 基因 的 两 个 外 显 子 构建 了 一 个 报告 重组 质粒 
(图 14. 43)。 在 两 个 外 显 子 中 间 存 在 着 第 三 个 外 显 
子 ， 如 果 该 外 显 子 出 现在 成 熟 mRNA 分 子 中 ，GFP 
mRNA 就 会 被 其 间断 ， 因 而 也 就 不 能 产生 GFP。 根 
据 上 述 推理 ，Burge 及 同事 在 中 间 的 外 显 子 内 引入 
一 段 10bp 的 随机 序列 ， 用 重组 质粒 转化 细胞 ， 在 荧 


光 下 观察 细胞 是 否 表 达 GFP。 
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图 14.43 检测 ESS 活性 的 报告 基因 结构 。Chris- 
topher Burge 及 同事 利用 GFP 基因 的 两 个 外 显 子 
构建 了 重组 质粒 ， 这 两 个 外 显 子 被 中 间 内 含 子 所 
隔离 ， 该 内 含 子 含有 测试 外 显 子 (红色 )， 其 中 插 
入 随机 的 10bp 序列 〈 黄 色 )。 用 重组 质粒 转化 细 
胞 ， 筛 选 表 达 GFP 的 细胞 。(a) 如 果 10bp 序列 无 
ESS 活性 ， 测 试 外 显 子 就 会 经 历 正常 的 剪接 过 程 ， 
出 现在 GFP mRNA 分 子 中 ， 且 位 于 正常 两 个 外 显 
子 的 中 间 ， 导 致 GFP mRNA 分 子 失 活 ， 不 会 产生 
功能 性 GFP， 因 此 细胞 无 荧光 。(b) 如 果 10bp 体 
序列 有 ESS 活性 ， 测 试 外 显 子 就 不 能 被 剪接 机 构 
所 识别 ， 会 连同 内 含 子 一 起 被 切除 ， 这 样 就 会 形 
成 正常 的 GFP mRNA 分 子 ， 细 胞 因 表达 GFP 而 
呈现 绿色 。 


绿色 细胞 表明 该 细胞 能 够 表达 GFP， 说 明 中 
间 的 外 显 子 被 切除 ， 转 录 物 经 过 剪接 形成 功能 正 
常 的 GFP mRNA 分 子 ， 进 而 表明 中 间 外 显 子 内 
的 10bp 序列 在 细胞 内 表现 ESS 活性 。 通 过 这 种 
方法 ，Christopher Burge 及 同事 鉴定 出 了 141 个 
具有 ESS 活性 的 10bp 序列 ， 其 中 133 个 为 单一 
序列 。 


小 结 在 高 等 真 核 生物 中 ， 选 择 性 前 接 是 一 种 
非常 普遍 的 现象 ; 选择 性 剪接 可 使 同一 个 基因 产生 
一 种 以 上 的 蛋白 质 产物 ， 是 细胞 调控 基因 表达 的 重 
要 方式 之 一 。 这 种 调控 基因 表达 机 人 制 的 功能 发 挥 需 
要 剪接 因子 与 剪接 位 点 和 分 支点 的 结合 、 蛋 白质 与 
外 显 子 剪接 增强 子 (ES) 及 外 显 子 沉默 子 〈ESS) 
间 的 相互 作用 。SR 蛋白 倾向 与 ESE 结合 ; hnRNP 
Al 倾向 与 ESS 及 内 合子 沉默 元 件 结合 。 


14.3 RNA 的 自我 剪接 


20 世纪 80 年 代 ， 分 子 生物 最 令 人 震惊 的 发 现 
之 一 是 ， 有 些 RNA 分 子 在 没有 剪接 体 或 其 他 蛋白 
质 的 帮助 下 能 够 自 剪 接 。Thomas Cech (发 音 
“Check”) 及 同事 在 研究 纤毛 原生 动物 四 膜 虫 (Tet 
rahytnena) 的 26S rRNA 基因 时 发 现 了 这 一 现象 。 
该 基因 与 众 不 同 的 是 它 有 一 个 内 含 子 ， 但 真正 引 人 
关注 的 是 1982 年 的 报道 ， 即 纯化 的 26S rRNA 前 体 
TAMER WR. WK, LARA I RAF 
(group I intron) 的 RNA É FR BY He 89 4 — AE fa, 
在 随后 的 研究 中 又 发 现 了 另 一 类 含有 [1 类 内 含 子 
(group II intron) 的 RNA， 其 中 部 分 成 员 能 够 自 
剪接 。 


I 类 内 含 子 


为 获得 能 进行 自 剪接 的 RNA 分 子 ，Cech 及 同事 
克隆 了 包含 内 含 子 的 26S rRNA 基因 的 部 分 序列 ， 构 
建 了 2 个 不 同 的 重组 质粒 。 利 用 E. coli RNA RAM 
进行 质粒 的 体外 转录 ， 然 后 对 转录 的 标记 产物 进行 凝 
胶 电 泳 〈 图 14. 44)， 研 究 者 观察 到 4 个 较 大 的 RNA. 
产物 和 3 个 较 小 的 RNA 产物 ， 这 3 类 较 小 的 RNA 产 
物 大 小 与 以 前 发 现 的 线性 和 环形 内 含 子 〈 包 括 缺失 
Lint 的 线性 内 含 子 ) 的 大 小 相对 应 。 这 个 结果 暗示 
RNA 经 历 了 剪接 ， 前 除 的 内 含 子 发 生 了 环 化 。 

这 种 剪接 反应 是 由 RNA 自身 催化 进行 的 ? 还 
是 RNA 聚合 酶 也 以 某 种 方式 参与 了 剪接 ? 为 回答 
这 个 问题 ，Cech 及 同事 在 抑制 剪接 的 多 胺 〈 精 胺 、 
亚 精 胺 、 腐 胺 ) 存在 条 件 下 进行 RNA 聚合 酶 反应 。 
然后 电泳 产物 ， 切 取 所 有 4 个 RNA 条 带 以 及 存留 在 
加 样 孔 内 的 物质 ， 纯 化 这 些 RNA 产物 ， 并 在 利于 
WORE ELR) MA, KER. AMER 
进行 放射 自 显影 处 理 后 可 见 ， 条 带 b ~d 中 的 RNA 
在 铸 育 后 产生 了 内 含 子 ， 而 原样 品 及 条 带 a 中 的 分 
FREER REAR FPR (E 14. 45)。 所 以 ， 条 带 
b~d 显然 是 26S rRNA 前 体 ， 在 没有 任何 蛋白 质 其 
至 RNA 聚合 酶 的 参与 下 能 够 自 剪 接 。 
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图 14.44 整合 有 265 rRNA 内 含 子 的 质粒 在 体 
外 转录 后 产生 游离 的 内 含 子 。Cech 及 同事 利用 
E. coli 的 RNA 聚合 酶 ， 体 外 转录 含有 rRNA 内 
含 子 的 两 种 不 同 质粒 ， 反 应 混合 物 中 含有 标记 的 
核 苷 酸 ， 用 以 标记 转录 产物 。 电 泳 标记 RNA 产 
物 ， 放 射 自 显影 观察 。 泳 道 1，EcoR I 切割 的 
PIVS13 的 转录 产物 ， 泳 道 2， 线 性 及 环形 内 会 
子 标记 ; 瀛 道 3，EcoR 1 切割 的 pIVS11 的 转录 
产物 ; 瀛 道 4: 将 泳 道 3 的 转录 物 在 利于 内 含 子 
环 化 的 条 件 下 高 温度 及 较 高 的 MgC, MiMe 
浓度 ) RFT 30min; 泳 道 5， 超 螺旋 pIVS11 的 转 
录 物 ; 泳 道 6: 将 泳 道 5 的 转录 物 进行 与 泳 道 4 
相同 的 处 理 。 泳 道 5 中 的 大 分 子 RNA 难以 分 
DE, 是 因为 模板 是 非 线 性 的 ， 无 确定 的 转录 终 
点 。 图 左 侧 标 出 了 环形 内 含 子 、 线 性 内 含 子 以 及 
在 5 端 缺 失 15nt 的 线性 内 含 子 〈L-15) 的 瀛 动 
位 置 。 (Source: Kruger, K., P. J. Grabowski, 
A. J. Zaug, J. Sands, D. E. Gottschling, and 
T.R. Cech, Self-splicing RNA; Autoexcision 
and autocyclization of the ribosomal RNA interve- 
ning sequence of Tetrahymena. Cell 31 (Nov 
1982) {.2, p.149. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


我 们 称 之 为 内 含 子 的 条 带 其 大 小 是 正确 的 , 但 
是 否 真是 我 们 所 认为 的 内 含 子 ? Cech 及 同事 对 该 
RNA 的 前 39 Ve TT RF. 结果 与 内 含 子 
的 前 39nt 完全 一 致 。 因 此 ， 这 个 RNA 显然 就 是 内 
oF. 

Cech 研究 小 组 还 发 现 ， 线 性 内 含 子 (我 们 一 直 
在 讨论 的 RNA) 可 以 自我 环 化 。 在 提高 温度 、 
Mgt 及 盐 浓 度 条 件 下 ， 至 少 有 些 纯化 的 线性 内 合子 
会 发 生 环 化 。 

到 目前 为 止 ， 我 们 已 经 了 解 到 rRNA 前 体能 够 
自我 切除 内 含 子 ， 但 它 能 否 在 切除 内 含 子 的 同时 将 
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图 14.45 转录 反应 与 剪接 反应 可 区 分 开 。 
(a) 转录 。Cech 及 同事 在 抑制 剪接 的 条 件 下 〈 存 
在 多 胺 ) 转录 质粒 pIVS11， 然 后 电泳 标记 的 产 
物 。 出现 了 4 个 条 带 在 左 侧 标注 为 a~d)。 在 该 
实验 中 a Mb 较 难 区 分 开 。(b) 剪接 。Cech 及 同 
事 分 别 纯化 图 (a) 中 的 起 始点 、a、b、c、d 5 个 
条 带 中 的 RNA， 一 部 分 直接 电泳 〔 泳 道 一 ); 另 
-部 分 在 利于 剪接 的 条 件 下 (无 多 胶 ) RE. RE 
电泳 〈 泳 道 十 )。RNA 的 性 质 〈 起 始点 及 条 带 a 一 
d 在 图 上 方 标 出 。 起 始点 内 的 原样 品 及 条 带 a 中 
的 分 子 在 肚 育 后 无 内 含 子 产生 ; 而 条 带 b~d 的 
RNA 在 温 育 后 则 产生 了 内 含 子 , 但 只 是 在 利于 前 
接 的 条 件 下 。(Source: Kruger K. P. J. Grabowski, 
A. J. Zaug, J. Sands, D. E. Gottschling, and 
T.R. Cech, Self-splicing RNA; Autoexcision and 
autocylization of the ribosomal RNA intervening 
sequence of Tetrahymena.Cell 31 (Nov 1982) 
f.3, p. 150, Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


外 显 子 连接 在 一 起 ? Coch 及 同事 利用 模式 剪接 反应 
实验 证 明 ，rRNA 前 体 在 自我 切除 内 含 子 的 同时 确 
实 能 将 外 显 子 连接 到 在 一 起 (图 14. 46a) 。 研 究 者 
克隆 了 四 膜 虫 26S rRNA 基因 的 部 分 序列 ， 包含 
303bp 的 第 一 个 外 显 子 、 全 长 内 含 子 、624bp 的 第 二 
个 外 显 子 。 将 此 基因 片段 连接 到 启动 子 能 够 被 只 菌 
体 SP6 RNA 聚合 酶 所 识别 的 载体 中 。 在 Ce” P] 
ATP 存在 的 条 件 下 ， 经 噬菌体 SP6 RNA RABE 
用 于 体外 合成 标记 剪接 前 体 。 在 剪接 条 件 下 ， 将 
RNA 剪接 底 物 分 别 在 GTP 存在 和 不 存在 两 种 情况 
FHA. HK. Till 1 显示 有 GTP 时 形成 的 产 
物 ， 存 在 有 线性 内 含 子 和 少量 环形 内 含 子 。 此 外 ， 
出 现 了 由 拼接 外 显 子 形成 的 显著 条 带 。 ME, W 
2 显示 无 GTP 时 ， 这 些 产 物 都 不 会 形成 ， 只 有 底 物 
的 存在 。 这 正 是 所 预期 的 结果 ， 因 为 1 类 内 含 子 的 
剪接 是 一 个 依赖 GTP 的 反应 ， 也 充分 证 实 了 这 些 产 
物 都 是 剪接 反应 的 结果 。 总 之 ， 上 述 研究 结果 充分 
证 实 了 剪接 反应 的 发 生 ， 包 括 外 显 子 的 连接 。 


连接 有 
外 显 子 的 产物 


图 14.46 外 显 子 连接 的 证 明 。 (a) 实验 方案 。 
Cech 及 同事 构建 了 包含 四 膜 虫 26S rRNA 基因 部 
分 序列 的 重组 质粒 : 长 303bp 的 外 显 子 1 GE 
色 )、 长 413bp 的 内 含 子 (红色 )、 长 624bp 的 外 
显 子 2 (WE). H EcoRI 酶 切 ， 线 性 化 质粒 ， 产 
生 EcoRI 酶 切 末端 (E)。 在 CoP] ATP 存在 
的 条 件 下 ， 用 鸣 菌 体 SP6 RNA 聚合 酶 在 体外 转 
录 线 性 质粒 ， 合 成 标记 的 剪接 底 物 。 在 剪接 条 件 
下 ， 将 剪接 底 物 分 别 在 GTP 存在 和 不 存在 条 件 下 
饪 育 ， 然 后 电泳 剪接 产物 ， 放 射 自 显影 鉴定 标记 
的 RNA。(b) 实验 结果 。 在 GTP 存在 时 (kitt 
1)， 除 出 现 分 别 代表 线性 内 含 子 和 环形 内 含 子 的 
条 带 外 ， 还 出 现 了 一 条 代表 拼接 外 显 子 的 显著 电 
泳 条 带 ; 在 缺少 GTP 时 〈 泳 道 2)， 只 出 现 了 代 
表 剪 接 底 物 的 电泳 条 带 。 因 此 ， 外 显 子 拼接 可 能 
是 该 RNA 催化 自前 接 反 应 的 一 部 分 (Source:(b) 
Inane, T., F.X. Sullivan, and T. R. Cech, In- 
termolecular exon ligation of the rRNA precursor 
of Tetrahymena; Oligonucleotides can function as 
5'-exons. Cell 43( Dec 1985) f. la. p. 432. Reprinted 
by permission by Elsevier Science. ) 


Cech 小 组 的 研究 结果 显示 ，26S rRNA 前 体 的 
剪接 涉及 在 内 含 子 的 5 WMT SEM KM, 
为 证 实 缺少 蛋白 质 参 与 的 自我 剪接 也 采用 相同 的 机 
制 ， 研 究 者 进行 了 一 个 两 部 分 实验 (two-part exper- 
iment) 研究 。 在 第 一 部 分 实验 中 ， 它 们 于 剪接 和 非 
WEAK, BRATS LP] GTP HEF 
育 ,然后 电泳 产物 凝 胶 分 析 内 含 子 是 否 被 标记 。 图 
14. 47a 显示 内 含 子 确实 被 标记 了 ， 用 [y-*P] GTP 
所 做 的 相似 实验 其 结果 相同 。 在 第 二 部 分 实验 中 ， 
以 相同 方法 用 [eP] GTP 标记 内 含 子 的 5' 端 , 然 
ESP OME. GRR, Fy NB MES 
与 线性 内 含 子 的 核 背 酸 序列 完全 一 致 ， 只 是 在 5 端 
多 出 一 个 额外 的 G (图 14. 47b)。 这 个 额外 的 G 可 
被 RNase T1 切除 ， 表 明 G 是 通过 正常 的 5-3'- 磷 酸 
二 酯 键 连接 在 内 含 子 末 端的 。 图 14. 48 描述 了 四 膜 
虫 26S rRNA 前 体 的 剪接 模型 ， 示 意 了 外 显 子 的 连 
接 、 线 性 内 含 子 的 形成 过 程 。 

我 们 已 了 解 到 ， 切 除 的 内 含 子 可 自我 环 化 。 
Cech 及 同事 研究 发 现 ， 内 含 子 的 环 化 涉及 线性 内 含 
子 5 端 一 段 15nt 片段 的 缺失 。 对 此 有 3 MER: 
四 内 含 子 标记 的 5' 端 没有 出 现在 环形 内 含 子 中 ; 
四 用 RNase T1 处 理 线性 内 含 子 时 ， 在 其 5' 端 至 少 会 
产生 2 种 《实际 是 3 种) 产物 ， 而 用 RNase T1 处 理 
环形 内 含 子 时 ， 则 无 这 些 产 物 的 形成 ，@ 随 着 内 含 
子 的 环 化 ,包括 RNase T1 产物 在 内 的 15 聚 体 RNA 
产物 不 断 积累 。 

但 环 化 并 不 是 剪接 的 最 后 环节 。 环 化 之 后 ， 环 
化 内 含 子 又 在 成 环 时 形成 的 磷酸 二 酯 键 处 打开 ， 然 
后 切除 5 端 约 4nt 小 片段 后 再 次 环 化 。 最 后 ， 内 会 
子 在 刚 形 成 的 砚 酸 二 酯 键 处 再 次 打开 ， 形 成 缩短 了 
的 线性 内 含 子 。 

图 14. 49 描述 了 切除 的 内 含 子 环 化 与 再 次 线性 
化 的 具体 机 制 。 注意， 在 26S rRNA 前 体 的 自我 前 
接 过 程 中 ， 在 破坏 一 个 磷酸 二 酯 键 的 同时 会 形成 一 
个 新 的 磷酸 二 酯 键 ， 每 一 步 自由 能 的 改变 几乎 是 零 ， 
不 需要 外 界 提供 能 量 〈 如 ATP)。 前 接 过程 的 另 一 
个 特征 是 ， 环 化 分 子 转化 为 线性 分 子 时 破坏 的 磷酸 
二 酷 键 恰 是 环 化 时 形成 的 磷酸 二 酷 键 ， 表 明 这 些 砚 
酸 二 酯 键 具有 特殊 之 处 。RNA 分 子 的 三 维 构 型 一 定 
会 使 这 些 磷酸 二 酯 键 产生 张力 ， 从 而 使 其 在 再 次 线 
性 化 时 易于 被 打开 ,这 种 张力 有 助 于 解释 RNA 的 
催化 能 力 。 
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p. 151. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
(a) pre-tRNA 
58S 26S 
图 14.48 PORE rRNA 前 体 的 自 剪 接 。 (a) 
克隆 序列 rRNA 前 体 的 结构 。 包括 17S、5.8S 和 26S FF 
列 ， 内 含 子 〈 红 色 ) 存在 于 26S 区 域 。 方 括号 
标 出 用 于 实验 的 克隆 片段 。(b) 自 剪 接 示意 图 。 
BH (上 方 )， 鸟 味 叭 核 苷 酸 攻击 内 含 子 5' 端 
的 腺 味 叭 核 苷 酸 ， 释 放 外 显 子 1 EE), PAE 
假定 的 中 间 体 。 第 二 步 ， 外 显 子 1 的 3-OH 攻 
击 外 显 子 2 黄色 )， 释 放 线性 内 含 子 〈 红 色 )， 
两 个 外 显 子 连接 在 一 起 。 最 后 ， 在 一 系列 反应 
中 (未 显示 ) 线性 内 含 子 在 5' 端 丢失 19nt。 


17S 


(b) 


外 显 子 1 。 外 显 子 2 BaF 
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图 14.49 ”线性 内 含 子 的 命运 。 从 26S rRNA 前 体 剪 切 下 的 线性 内 含 子 可 通过 两 条 途径 发 生 环 


化 。 反 应 1 (绿色 箭头 ): 


3' 端 的 鸟 味 队 攻击 U-15 和 A-16 之 间 的 磷酸 二 酯 键 ， 切 下 长 15nt 的 


片段， 产生 环形 内 含 子 〈C-15); 反应 2 (EERI): 末端 G 再 向 前 4nt 处 多 攻击 内 含 子 4nt， 
切 下 19nt 片段 ， 并 留 下 较 小 的 环形 内 含 子 〈C-19)， 反应 3: C-15 将 在 环 化 时 形成 的 磷酸 二 酯 
键 打开 ， 产 生 线性 内 含 子 (L-15); 反应 4 1-15 的 末端 G 攻击 5 端 前 两 个 U 之 间 的 磷酸 二 酯 
键 ， 产 生 环形 内 含 子 C-19; 反应 5，C-19 解 环 而 成 为 线性 内 含 子 L-19。 


初 看 起 来 ， 剪 接 体内 含 子 与 1 类 内 含 子 的 剪接 
机 制 存在 显著 的 差别 : 在 剪接 的 第 一 步 ，I 类 内 含 
子 使 用 外 源 鸟 嘎 叭 核 苷 酸 ， 而 剪接 体内 含 子 使 用 存 
EFAS FARA PHS HR. R, 
我 们 仔细 研究 这 两 种 剪接 机 制 时 ， 发 现 它们 之 间 的 
差异 并 不 是 很 大 。Michael Yams 及 同事 用 分 子 模拟 
技术 (molecular modeling technique) 预测 了 四 膜 虫 
26S rRNA 与 GMP 结合 时 的 最 低能 量 构象 。 研究 者 
指出 ， 内 含 子 部 分 序列 折 和 成 双 螺旋 结构 ， 其 口袋 
通过 氧 键 与 鸟 嘎 叭 核 苷 酸 结合 〈 图 14. 50) 。 鸟 苷 酸 
与 内 含 子 结合 十 分 紧密 ， 其 作用 的 本 质 与 剪接 体内 
含 子 腺 嘎 叭 的 作用 相同 。 当 然 ， 由 于 乌 苷 酸 与 内 会 
子 之 间 无 共 价 键 ， 因 此 不 会 形成 套 索 状 分 子 。 

在 RNA 分 子 自 剪 接 现象 发 现 以 前 ， 生 物化 学 
家 们 一 直 认 为 只 有 和 蛋白质 才 具有 酶 的 催化 功能 . 
Sidney Altman 在 几 年 前 就 发 现 ， 能 在 tRNA 前 体 5' 
端 切除 额外 核 苷 酸 的 RNase P 包含 RNA 组 分 Ml, 
但 RNase P 也 存在 蛋白 质 组 分 ， 或 许 此 蛋白 质 组 分 
具有 酶 的 催化 活性 。1983 年 ，Altman 通过 证 实 发 
现 MI RNA 就 是 RNase P 的 催化 组 分 (第 16 章 )。 


RNase P 以 及 能 够 自我 剪接 的 RNA 是 具有 催化 活性 
的 RNA， 因 此 称 之 为 核 酶 〈ribozyme)。 事 实 上 ， 
从 严格 意义 上 讲 ，I 类 内 含 子 参与 的 剪接 反应 并 不 
是 酶 促 反应 ， 因 为 在 反应 结束 后 ，RNA 自身 发 生 了 
改变 。 而 真正 的 酶 在 反应 结束 后 自身 不 会 发 生 任何 
改变 。 四 膜 虫 26S rRNA 前 体 剪接 后 ， 形 成 的 线性 I 
类 内 含 子 可 以 像 真 正 的 酶 一 样 发 挥 功能 ， 将 一 个 核 
ARMIDALE. HORE ROBE ARE 
切除 。 

小 结 1 类 内 含 子 ， 如 四 膜 虫 26S rRNA 前 
体 中 的 内 含 子 ， 能 够 在 体外 无 其 他 虱 白 质 参与 的 
情况 下 进行 自我 剪接 。 该 剪接 反应 由 鸟 嘎 叭 核 苷 
酸 攻 击 内 含 子 的 5 :剪接 位 点 而 引发 ， 该 G WR 
加 到 内 含 子 的 5 端 ， 并 释放 第 一 个 外 显 子 。 在 第 
二 步 反应 中 ， 第 一 个 外 显 子 攻击 3 -剪接 位 点 ， 
将 两 个 外 显 子 连接 在 一 起 ， 并 释放 线性 内 含 子 ， 
该 内 含 子 发 生 两 次 环 化 ， 且 每 次 环 化 时 都 会 丢失 
部 分 核 苷 酸 ， 环 化 的 内 含 子 最 终 转化 为 线性 分 
F. 
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(a) 


(b) 


图 14.50 位 于 26S rRNA AS FORMA GMP 的 两 种 视图 。(a) 交叉 立体 图 ， 交 叉 近视 指导 两 图 像 融 合 
在 一 起 时 ， 一 段 时间 后 即 可 观察 到 三 维 立体 图 。RNA 的 碳 原子 用 绿色 表示 : 鸟 野 吟 核 苷 酸 的 碳 原子 用 黄 


色 表 示 ; 磷 原 子 用 淡 紫 色 表 示 ; 其 他 原子 用 标准 色 表示 。 


(Source: Yarus, M. 


(b) 空间 填充 模型 。 颜 色 标 注 同 图 (a)。 


., I lllangesekare, and E. Christian, An axial binding site in the Tetrahymena precur- 


sor RNA. Journal of Molecular Biology. 222 (1991) {.7c-d, p. 1005. by permission of Academic Press. ) 


NAASH 


根据 所 包含 的 特定 保守 序列 ， 真 菌 线粒体 基因 
的 内 含 子 最 初 被 划分 为 两 类 ， 1 类 和 II 类。 随后 的 
研究 发 现 , 许多 生物 的 线粒体 基因 和 叶绿体 基因 含 
有 1 类 内 含 子 和 并 类 内 含 子 ， 含 这 两 类 内 含 子 的 部 
分 RNA 分 子 可 以 进行 自 剪 接 ， 但 剪接 机 制 不 同 。1 
类 内 含 子 的 自 剪 接 反应 由 游离 的 鸟 嘎 叭 核 苷 酸 启动 ， 
开 类 内 含 子 的 自 剪 接 反应 由 内 含 子 内 部 的 腺 苷 酸 残 
基 启动 ， 通 过 分 子 内 攻击 而 形成 套 索 结构 。 

I 类 内 含 子 的 剪接 反应 与 核 premRNA 剪接 体 
的 剪接 反应 十 分 相似 ， 均 可 形成 套 索 结构 ， 位 于 前 
接 复合 体内 的 mRNA 前 体 与 II 类 内 含 子 在 整体 结构 
上 也 高 度 相似 ， 从 图 14. 22 所 示 结 构 可 以 看 出 。 这 
暗示 snRNP 与 I 类 内 含 子 的 催化 活性 部 分 在 功能 上 
的 具有 相似 性 ， 也 反映 了 RNA 之 间 具 有 共同 的 进 
化 起 源 。 事 实 上 ， 已 有 研究 者 提出 ， 细 胞 核 pre- 
mRNA 的 内 含 子 起 源 于 细菌 的 I1 类 内 含 子 ， 携 带 内 
含 子 的 细菌 在 侵 染 到 真 核 细胞 的 祖先 细胞 后 进化 为 
真 核 细胞 内 的 线粒体 。 当 在 古 菌 、 蓝 细菌 及 紫 细菌 
中 发 现 工 类 内 含 子 后 ， 这 一 假说 受到 了 更 大 的 关 
注 。 如 果 我 们 假定 类 内 含 子 的 起 源 要 早 于 这 两 个 
细菌 类 群 的 共同 祖先 的 起 源 ， 那 么 ， 这 些 全 类 内 含 
子 一 定 存在 于 细菌 内 ， 而 这 些 细菌 就 是 现代 真 核 细 
胞 细胞 器 的 祖先 。 然而， 这 种 趋同 进化 的 共有 机 制 
还 只 是 一 种 可 能 性 。 

DE “ 开 类 内 含 子 的 自我 剪接 需要 通过 A 分 
支 的 套 索 中 间 体 的 介 导 ， 类 似 于 剪接 体 的 套 索 分 
子 。 剪接 体系 统 和 开 类 内 含 子 的 二 级 结构 具有 惊 
人 的 相似 性 。 
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总 结 

细胞 核 mRNA 前 体 的 剪接 要 通过 套 索 状 或 分 支 
状 中 间 体 介 导 。 除 了 在 内 含 子 的 5 端 和 3 端 具有 保 
守 序 列 外 ， 在 分 支点 处 也 存在 分 支点 保守 序列 。 在 
醇 母 中 ， 固 有 的 保守 序列 为 UACUAAC。 高 等 真 核 
生物 的 分 支点 序列 YNCURAC 的 保守 性 不 强 ， 但 不 
管 怎样 ， 序 列 中 的 最 后 一 个 A 为 分 支点 核 背 酸 。 酵 
母 的 分 支点 序列 还 能 将 其 下 游 的 AG 确定 为 3 -剪接 
位 点 。 

RNA 的 剪接 是 在 剪接 体 中 进行 的 ， 酵 母 剪接 体 
和 哺乳 动物 剪接 体 的 沉降 系数 大 体 分 别 为 40S 和 
60S。 遗 传 学 实验 表明 ，U1 snRNA 与 mRNA 前 体 
5 -剪接 位 点 的 互补 配对 是 进行 正常 剪接 所 必需 的 ， 
但 并 不 是 剪接 发 生 的 充分 条 件 。 通 过 碱 基 互 补 配对 ， 
U6 snRNP 也 能 结合 在 内 含 子 的 5 端 ， 且 两 者 的 结 
合 发 生 在 套 索 状 中 间 体 形成 之 前 ， 但 剪接 的 第 一 步 
完成 后 ， 其 性 质 可 能 发 生 了 改变 。U6 与 剪接 底 物 的 
结合 是 进行 正常 剪接 反应 所 必需 的 ， 在 剪接 过 程 中 ， 
U6 也 可 与 U2 结合 。 

U2 snRNA 能 够 与 剪接 分 支 位 点 的 保守 序列 进 
行 碱 基 互 补 配对 。 这 种 碱 基 配 对 是 剪接 反应 所 必需 
的 。U2 与 U6 形成 的 关键 碱 基 对 构成 了 螺旋 [结构 
区 ， 对 参与 剪接 的 snRNP 具有 定位 功能 。U4 snR- 
NA 能 够 与 U6 进行 碱 基 配 对 ， 其 作用 可 能 是 与 U6 
结合 , 直至 U6 需要 参与 到 剪接 反应 时 ，U4 才 与 
U6 解 离 。U5 snRNP 能 与 一 个 外 显 子 的 最 后 一 个 碱 
基 和 下 一 个 外 显 子 的 第 一 个 碱 基 发 生 交 联 。 可 能 的 
作用 是 将 5 剪接 位 点 和 3 -剪接 位 点 排列 在 一 起 便 
于 剪接 。 


即将 进行 第 二 步 剪 接 反应 的 剪接 体 〈 底 物 、 
U2, US 和 U6) 的 结构 特征 可 以 从 处 于 相同 剪接 阶 
段 的 开 类 内 含 子 的 结构 特点 推 知 。 因 而 ， 开 类 内 含 
子 位 于 催化 活性 中 心 的 元 件 似乎 可 以 被 剪接 体 的 
snRNP 所 取代 ， 这 些 元 件 可 能 拥有 剪接 体 的 催化 
活性 。 

剪接 体 催化 中 心包 括 Me™ 、 通 过 U2 snRNA, 
U6 snRNA 和 内 会 子 分 支点 序列 间 碱 基 配 对 形成 的 
复合 体 。 这 在 三 类 无 蛋白 质 组 分 的 RNA 片段 可 催 
化 与 第 一 步 剪 接 的 有 关 反 应 。 

剪接 体循环 包括 剪接 体 的 组 装 、 剪 接 活性 和 解 
体 。 组 装 起 始 于 U1 与 剪接 底 物 的 结合 形成 定向 复 
合体 。U2 是 第 二 个 加 入 到 复合 体 中 的 snRNA, pi 
后 是 其 他 snRNA 的 结合 。 其 中 U2 的 结合 需要 ATP 
供 能 。 当 U6 与 U4 分 离 后 ，U6 便 取代 Ul 与 5 -前 
接 位 点 结合 ， 这 个 ATP 依赖 的 过 程 激活 剪接 体 ， 并 
释放 U1 与 U4。 参 与 剪接 的 5 类 snRNP 均 含 有 相同 
的 7 个 Sm 蛋白 和 一 套 自身 特异 蛋白 。U1 snRNP 的 
结构 显示 ，Sm 蛋白 为 环形 结构 ， 可 以 结合 其 他 蛋 
白质 。 

一 类 少数 具有 5 -剪接 位 点 和 分 支点 的 内 含 子 可 
在 Ull、U12、U4 atac, U6 atac 等 变 体 snRNA 的 
帮助 下 完成 剪接 。 剪 接 因子 Slu7 是 选择 正确 3- 剪 
接 位 点 所 必需 的 。 当 Slu7 缺失 时 ， 在 正确 3'- 剪 接 
位 点 AG 处 的 剪接 受到 特异 性 抑制 ， 而 发 生 在 距 分 
支点 30nt 之 内 错误 AG 处 的 异常 剪接 则 被 激活 。 对 
3'- 前 接 位 点 的 识别 还 需要 U2AF 的 参与 ，65kDa 的 
U2AF 亚 基 结 合 在 分 支点 下 游 多 聚 喀 啶 碱 基 区 ， 
35kDa 的 U2AF 亚 基 与 3 -剪接 位 点 的 AG 结合 。 

RNA 结合 蛋白 能 够 确保 剪接 底 物 在 给 定 的 位 点 
处 被 剪接 。 这 些 RNA 结合 蛋白 与 剪接 底 物 结合 后 ， 
可 能 会 招募 其 他 剪接 体 组 分 的 结合 ， 首 先是 Ul 的 
结合 。 例 如 ，SR 蛋白 SC35 和 SF2/ASF 分 别 定向 人 
B 球 蛋白 premRNA 和 HIV tat pre-mRNA 的 剪接 。 

在 酵母 定向 复合 体 中 ， 分 支点 桥接 蛋白 (BBP) 
能 够 与 内 含 子 5 端的 Ul snRNP 和 邻近 内 含 子 3 端 
的 Mud2p 发 生 结合 。 此 外 ，BBP 还 能 与 内 含 子 3 端 
附近 的 RNA 序列 结合 。 因 此 ，BBP 能 够 将 内 含 子 
的 两 个 末端 桥接 在 一 起 ， 在 剪接 之 前 将 内 含 子 界定 
出 来 。 哺 乳 动物 的 BBP 同 源 蛋 白 SF1 (mBBP) 在 
哺乳 动物 定向 复合 体 中 具有 相同 的 桥接 作用 。 

RNA 聚合 酶 IL Rpbl 亚 基 的 C 端 功能 域 (CTD) 
能 够 促进 外 显 子 界定 的 底 物 剪接 ， 但 不 会 促进 内 含 
子 界定 的 底 物 剪接 。CTD 与 剪接 因子 结合 ， 从 而 将 
剪接 因子 装配 到 外 显 子 的 两 个 末端 ， 引 发 剪接 反应 。 

许多 真 核 生物 基因 的 转录 物 可 进行 选择 性 剪接 ， 
这 对 基因 的 蛋白 质 产物 有 着 重要 的 影响 。 例 如 ， 通 


过 选择 性 剪接 可 产生 分 泌 型 和 膜 结 合 型 两 种 不 同 的 
蛋白 质 ， 甚 至 能 够 产生 具有 活性 和 无 活性 之 分 的 蛋 
白质 。 在 果 蝇 的 性 别 决定 途径 中 ，3 个 基因 的 转录 
产物 就 经 历 了 选择 性 剪接 。tra 基因 转录 物 经 肉 性 特 
异性 剪接 后 产生 功能 活性 Tra 蛋白 ,引发 dex pre 
mRNA 的 肉 性 特异 性 剪接 ， 最 终 导致 肉 性 果 蝇 个 体 
的 产生 。tra 转录 物 的 雄性 特异 性 剪接 会 导致 无 功能 
活性 蛋白 质 的 产生 ， 从 而 使 dr premRNA 按 默认 
的 雄性 特异 性 剪接 模式 进行 剪接 ， 最 终 导致 雄性 果 
蝇 个 体 的 产生 。Tra 和 Tra-2 连同 一 种 或 多 种 SR 蛋 
白 能 够 确保 dsz pre-mRNA 在 峻 性 特异 性 剪接 位 点 
处 发 生 剪接 。 这 种 定向 性 可 能 是 绝 大 多 数 但 不 是 全 
部 选择 性 剪接 的 基础 。 

在 高 等 真 核 生物 中 ， 选 择 性 剪接 是 一 种 非常 普 
遍 的 现象 ， 选 择 性 剪接 可 使 同一 个 基因 产生 一 种 以 
上 的 蛋白 质 产物 ， 是 细胞 调控 基因 表达 的 重要 方式 
之 一 。 这 种 调控 基因 表达 机 制 的 功能 发 挥 需要 剪接 
因子 与 剪接 位 点 和 分 支点 的 结合 、 蛋 白质 与 外 显 子 
剪接 增强 子 (ESE) 及 外 显 子 沉默 子 (ESS) 间 的 相 
互 作用 。SR 蛋白 质 倾向 与 ESE 结合 ，hnRNP Al 
倾向 与 ESS 及 内 含 子 沉默 元 件 结合 。 

I 类 内 含 子 ， 如 四 膜 虫 26S rRNA 前 体 中 的 内 含 
F, 能够 在 体外 无 其 他 蛋白 质 参 与 的 情况 下 进行 自 
我 剪接 。 该 剪接 反应 由 鸟 嘎 叭 核 苷 酸 攻击 内 含 子 的 
5 -剪接 位 点 而 引发 ，G 被 添加 到 内 含 子 的 5' 端 ， 并 
释放 第 一 个 外 显 子 。 在 第 二 步 反 应 中 ， 第 一 个 外 显 
子 攻击 3 -剪接 位 点 ， 将 两 个 外 显 子 连接 在 一 起 ， 并 
释放 线性 内 含 子 ， 该 内 含 子 发 生 两 次 环 化 ， 且 每 次 
环 化 时 都 会 丢失 部 分 核 背 酸 ， 环 化 的 内 含 子 最 终 转 
化 为 线性 分 子 。 

开 类 内 含 子 的 自我 剪接 需要 通过 A 分 支 的 套 索 
中 间 体 的 介 导 ， 类 似 于 剪接 体 的 套 索 分 子 。 剪 接 体 
系统 和 也 类 内 含 子 的 二 级 结构 具有 惊人 的 相似 性 。 


复习 题 


1. 叙述 R 环 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 内 含 子 也 能 
被 转录 。 

2. 图 示 说 明 剪 接 的 套 索 机 制 。 

3. 给 出 能 够 说 明 被 切 离 的 内 含 子 是 环形 或 套 索 
状 的 凝 胶 电 泳 实验 数据 。 

4 给 出 凝 胶 电 泳 实验 数据 ， 区 分 套 索 状 剪接 中 
间 体 〈 内 含 子 -外 显 子 2 形成 的 中 间 分 子 ) MERR 
产物 〈 被 切 离 的 内 含 子 ) 。 

5. 套 索 模型 推测 套 索 状 剪接 中 间 体 含有 分 支点 
核 苷 酸 。 令 述 证 实 这 一 推测 的 实验 并 给 出 结果 。 

6. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 酵 母 内 含 子 序列 
UACUAAC 是 剪接 反应 所 必需 的 。 

"。391“。 


7. SUR TIA ER, 证明 酵 母 内 含 子 序列 
UACUAAC 指定 其 下 游 AG 为 剪接 位 点 。 

8. 在 套 索 剪接 模型 中 ， 内 含 子 序列 UACUAAC 
发 挥 什么 作用 ? 

9. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 醇 母 剪接 体 沉降 
系数 为 40S。 

10. 叙述 实验 并 给 出 结果 ,证 明 Ul snRNA 与 
5 外 显 子 -内 含 子 边界 序列 互补 配对 是 剪接 反应 所 必 
需 的 。 

11. 令 述 实验 并 给 出 结果 ,证明 Ul snRNA 与 
5 外 显 子 -内 含 子 边 界 序 列 互补 配对 不 是 剪接 反应 的 
充分 条 件 。 

12. 为 确保 剪接 反应 的 发 生 ， 除 Ul 和 US 外 ， 
还 有 哪些 sn RNP 必须 与 5 外 显 子 -内 含 子 边界 序列 
结合 ? 利用 两 个 交 联 实验 数据 证 实 你 的 结论 。 

13. 在 RNA 交 联 实验 中 ， 使 用 4-thioU 和 补 骨 
脂 素 的 两 个 主要 区 别 是 什么 ? 

14. 叙述 实验 并 给 出 结果 ,证明 U2 snRNA 与 
分 支点 序列 互补 配对 是 剪接 反应 所 必需 的 。 在 这 个 
实验 中 ， 为 什么 细胞 不 能 只 有 一 个 U2 突变 基因 
拷贝 ? 

15. 除了 能 与 pre-mRNA 进行 碱 基 互补 配对 外 ， 
U6 还 能 与 哪 两 类 snRNA 互补 配对 ? 

16. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 在 剪接 过 程 中 ， 
US 既 能 与 上 游 外 显 子 的 3' 端 结合 ， 又 能 够 与 下 游 外 
显 子 的 5' 端 结合 。 实 验方 案 需 明确 鉴定 出 参与 该 过 
程 的 RNA 种 类 ， 不 仅仅 依靠 电泳 迁移 率 。 

17. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 确 定 US 分 子 中 能 够 
与 preRNA 发 生 交 联 的 碱 基 ， 并 了 并 述 实验 结果 。 

18. 归纳 总 结 有 关 在 剪接 体 剪接 反应 中 Mgt 参 
与 催化 的 证 据 。 

19. 归纳 总 结 有 关 含有 剪接 体 RNA 片段 的 混合 
物 能 够 催化 第 一 步 剪 接 反 应 的 证 据 。 

20. 图 示 说 明 在 第 二 步 剪 接 反应 开始 前 pre- 
RNA 在 剪接 体 中 存在 的 特点 ， 同 时 展示 preRNA 
与 U2、U5、U6RNP 的 相互 作用 ， 这 种 结构 特征 与 
哪 一 类 自我 剪接 RNA 的 剪接 中 间 阶 段 相似 ? 

21. 氢 述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 Ul 是 第 一 个 与 
剪接 底 物 结合 的 snRNP。 

22. 叙述 实验 并 给 出 结果 . 证 明 其 他 所 有 
snRNP 结合 到 剪接 体 都 需要 Ul 的 协助 ， 以 及 U2 
的 结合 需要 ATP。 

23. 什么 是 Sm 蛋白 ? 

24. 少数 剪接 体 的 特征 是 如 何 显示 snRNA 与 
pre-RNA 位 点 间 碱 基 配 对 的 重要 性 的 ? 

25. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 对 3 -剪接 位 点 
中 正确 AG 的 选择 需要 Slu? 参与 。 
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26. 叙述 筛选 参与 剪接 定向 过 程 的 剪接 因子 的 
剪接 定向 分 析 实验 ， 并 阑 述 实验 结果 。 

27. 叙述 分 析 两 个 已 知 蛋 白质 间 相 互 作用 关系 
的 酵母 双 杂 交 分 析 实 验方 案 。 

28. 令 述 通过 酵母 双 杂交 系统 寻找 能 与 已 知 蛋 
白质 发 生 相 互 作用 的 未 知 蛋 白质 的 实验 方案 。 

29. 叙述 酵母 双 杂 交 实 验 并 给 出 结果 ， 证 明 酵 
母 分 支点 结合 蛋白 (BBP) 能 够 与 其 他 两 种 蛋白 质 
发 生 相互 作用 。 这 两 种 蛋白 质 是 什么 ?相对 于 内 含 
子 未 端 而 言 ， 这 两 个 蛋白 质 结合 在 定向 复合 体 的 什 
么 位 置 上 ? 

30. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 RNA RA II 
CTD 能 够 促进 外 显 子 界定 模式 中 的 pre RNA 剪接 。 

31. 图 示 说 明 免 疫 球 蛋 白 p 重 链 转 录 物 的 选择 
性 剪接 过 程 。 主 要 体现 只 参与 一 种 选择 性 剪接 途径 
的 外 显 子 ， 无 须 体 现 参 与 各 剪接 途径 的 外 显 子 。 通 
过 两 种 剪接 途径 产生 的 蛋白 质 有 何不 同 ? 

32. 叙述 用 于 鉴定 具有 外 显 子 剪接 沉默 子 功能 
的 序列 的 计算 方法 及 实验 方法 。 

33. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 I 类 内 含 子 能 够 
自我 剪接 。 

34. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 线性 [类 内 含 子 
能 够 自我 环 化 。 

35. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 含有 I 类 内 含 子 
的 RNA 能 进行 自我 环 化 。 

36. BORKH MHAR, UEBA S DG TM 
添加 在 切 离 内 含 子 末端 的 实验 方案 ， 并 阐述 实验 
结果 。 

37. 图 示 说 明 含有 1 类 内 含 子 的 RNA 分 子 的 自 
我 剪接 步骤 ， 无 须 体 现 内 含 子 的 环 化 过 程 。 

38. 图 示 说 明 四 膜 虫 26S prerRNA 从 切 下 线性 
内 含 子 起 到 L-18 内 含 子 形成 的 整个 过 程 。 不 必 体 现 
C15 中 间 体 。 


分 析 题 


1. 你 正在 研究 的 基因 含有 1 个 大 的 内 含 子 和 2 
个 较 短 的 外 显 子 ， 在 以 下 列 分 子 为 研究 对 象 的 情况 
Fe RE R 环 实验 的 结果 ; 

a mRNA 与 单 链 DNA; 

b，mRNA 与 双 链 DNA; 

c mRNA 前 体 与 单 链 DNA; 

d mRNA 前 体 与 双 链 DNA, 

2. 你 发 现 一 类 新 的 内 含 子 ， 其 在 剪接 过 程 中 不 
需要 任何 蛋白 质 的 协助 ， 但 需要 几 类 小 RNA F. 
其 中 之 一 是 V3， 具有 能 够 与 3 -剪接 位 点 互补 的 7nt 
序列 CCUUGAG, 你 推测 V3 与 3 -剪接 位 点 互补 配 
对 是 剪接 反应 所 必需 的 。 设 计 能 够 证 明 你 的 假设 的 


实验 方案 ， 简 要 阐述 确定 的 结果 。 

3. 图 示 说 明 RNA 酶 T1 (或 T2) 的 作用 机 制 。 
RNA 分 子 在 碱 性 条 件 下 水 解 的 机 制 与 RNA 酶 Tl 
《或 T2) 的 作用 机 制 相同 ， 阐 释 为 什么 DNA 在 碱 性 
条 件 下 不 能 发 生 水 碱 ? 

4. 你 正在 研究 人 类 人 地 中 海 贫血 这 种 疾病 ， 患 
者 不 能 合成 B 球 蛋白 。 你 发 现 患 者 # 球 蛋白 基因 的 
编码 区 正常 ,但 mRNA 分 子 比 正常 情况 长 出 约 100 
STEM. MRA B 球 蛋白 基因 测序 发 现 ， 在 基 


因 的 第 一 个 内 含 子 中 有 一 个 碱 基 发 生 了 改变 。 提 出 
一 个 假说 ， 亲 释 BB 地中海 贫 血 患者 缺失 B 球 蛋白 的 


5. 对 于 图 14. 41 描述 的 基因 结构 而 言 ， 如 果 去 
ER P: 和 poly (A), ， 只 保留 一 个 启动 子 (P) 和 一 
个 多 聚 腺 苷 化 位 点 (poly (A):]， 该 基因 的 转录 本 
通过 剪接 可 形成 多 少 种 mRNA 分 子 ? 


翻译 徐 启 江 Rit 李 玉 花 
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人 类 呼 肠 孤 病毒 的 假 彩色 电镜 图 像 (X1000 000) © K. G. Murti/Visuals Unlimited 


除 剪接 外 ， 真 核 细胞 还 要 对 RNA 进行 其 他 形 
式 的 加 工 ， 如 mRNA 要 经 历 被 称 为 加 帆 (capping) 
MERRIE (polyadenylation) 的 两 个 加 工 过 
程 ， 在 加 帽 过 程 中 ， 一 个 特殊 的 封 阻 核 苷 酸 〈 帽 子 ) 
被 加 在 了 前 体 mRNA (premRNA) 的 5 端 ， 在 多 
聚 腺 苍 酸 化 过 程 中 ， 一 串 AMP (poly (A)] 被 加 在 
前 体 mRNA 的 3' 端 。 这 些 过 程 对 mRNA 行使 正常 
功能 是 至 关 重要 的 ,同时 也 是 这 一 章 我 们 要 讨论 的 
内 容 。 


15.1 ANH 


1974 年 ， 研 究 者 发 现在 不 同 的 真 核 生物 以 及 病 
毒 体 内 ， 其 mRNA 分 子 都 存在 甲 基 化 现象 。 而且， 
大 量 的 甲 基 化 位 点 都 集中 在 mRNA 分 子 的 5 端 ， 在 
结构 上 我 们 称 之 为 帽子 〈cap)。 这 一 节 将 介绍 “ 帽 
子 ” 的 结构 和 形成 过 程 。 


帽子 的 结构 


在 基因 克隆 技术 已 发 展 成 为 实验 室 的 常规 技术 
之 前 ， 对 病毒 mRNA 分 子 进行 纯化 和 研究 要 比 真 核 
细胞 容易 得 多 。 因 此 ， 第 一 个 帽子 序列 是 在 病毒 的 
RNA 中 被 发 现 的 。Bernard Moss 及 同事 用 下 面 的 方 
法 分 离 得 到 了 牛痘 病 毒 的 MRNA 并 发 现 了 其 中 的 幅 
子 序列 。 他 们 用 带 有 CH] 的 SRE OR (S 
adenosylmethione, AdoMet, 一 种 甲 基 供 体 ) 或 者 
带 有 ?#P 的 核 音 酸 标记 RNA 甲 基 化 基 团 ， 然 后 对 这 


+ 394 > 


些 经 同位 素 标记 的 RNA 进行 水 解 。 之 后 发 现 大 部 
分 水 解 产物 都 是 单 核 苷 酸 ， 但 幅 子 序列 可 以 通过 
DEAD -纤维 素 亲 和 层 析 加 以 分 离 。 图 15. 1 展示 了 当 
时 对 牛痘 病毒 mRNA 的 帽子 序列 进行 色谱 分 析 的 结 
果 。 结 果 表明 这 些 帽子 序列 带 有 大 约 5 个 负电 荷 。 
图 15. lb 中 红色 曲线 是 :5H 〈 甲 基 化 ) 标记 的 结果 ， 
蓝 色 曲线 是 *P 标记 的 结果 ， 二 者 的 吻合 表明 帽子 序 
列 被 甲 基 化 了 。Aaron Shatkin 小 组 在 分 析 呼 肠 孤 病 
毒 的 RNA 帽子 序列 之 后 也 得 到 了 类 似 的 结果 。 

为 了 确定 呼 肠 孤 病毒 中 帽子 的 结构 ，Yasuhiro 
Furuichi 和 Kin-Ichiro Miura 进行 了 如 下 实验 。 他 们 
发 现 这 个 帽子 序列 能 被 [8，y-*P] ATP 标记 却 不 
能 被 Ly” P] ATP 标记 。 这 一 结果 表明 8 位 的 磷酸 
基 团 可 以 被 帽子 序列 保留 ， 而 y 位 的 却 不 行 。 在 一 
个 RNA 分 子 中 ， 只 有 第 一 个 碱 基 仍 然 保 留 有 8B 位 砚 
酸 基 团 ， 因 此 这 一 结果 证 实 了 帽子 序列 是 在 RNA 
的 5' 端 。 但 这 个 8 位 的 磷酸 基 团 显然 是 被 一 个 未 知 
的 X 物 质 所 保护 着 ， 因 为 它 不 能 被 碱 性 磷酸 酯 酶 
(alkaline phosphatase) 去 除 。 

由 此 产生 了 下 一 个 问题 ，X 物质 是 什么 ? 研究 
发 现 这 一 保护 基 团 可 以 被 磷酸 二 酯 酶 (phosphodies- 
terase) 移 除 ， 而 磷酸 二 酯 酶 既 可 以 消化 磷酸 二 酯 键 
也 可 以 消化 磷酸 栈 键 〈 如 核 苷 酸 内 a 和 8 位 的 磷酸 
键 )。 经 过 磷酸 二 酯 酶 消化 产生 带 有 负电 荷 的 类 似 
Xp 的 化 合 物 。 之 后 ，Furuichi 和 Miura 用 单 磷酸 酯 
Fi (phosphomonoesterase) 去 掉 了 Xp 中 的 磷酸 基 
Hi. RAF X， 然 后 对 这 一 化 合 物 进行 纸 电泳 ， 随 
后 又 进行 纸 色谱 分 析 。 图 15. 2 显示 X 的 电泳 距离 与 


15.1 DEAD- 纤 维 素 层 析 法 分 离 牛痘 (a) 


病毒 mRNA 的 帽子 结构 。Wei 和 Moss 让 
PERERA [B +P] ATP 的 情况 
下 合成 帽子 结构 ， 此 过 程 中 不 加 入 a) 
或 加 入 〈b) CH] 标记 的 S- 腺 苷 甲 硫 氨 
酸 。 之 后 用 KOH 消化 合成 的 RNA, 用 
DEAD- 纤 维 素 层 析 法 分 析 消 化 产物 。 将 
不 同 组 分 的 :H GER) 和 *P CATH) 放 
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射 量 〈 每 分 钟 计数 ) 进行 了 绘图 ， 对 不 ( 
同 片段 的 NaCl WBE CRER) 也 进行 了 绘 
图 。 图 上 方 是 不 同 片段 的 位 置 及 所 带 的 
净 电 荷 。( Source，Adapted from Wei, 
C. M.and B. Moss, Methylated nucleo- 
tides block 5'-terminus of vaccinia virus 
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明 这 个 帽子 就 是 m?G。 
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磷酸 二 酯 酶 消化 后 的 另外 一 个 产物 是 pAm (2'- 
O 〇 - 甲 基 单 磷酸 腺 苷 )。 因 此 ， 帽 子 中 mG 是 与 pAm 
相连 的 。 这 种 连接 的 本 质 是 什么 ? 以 下 两 点 证 明 它 
们 之 间 通 过 三 磷酸 连接 ，@ 帽 子 中 的 GTP 只 保留 了 
oR. A Bok Y 磷酸 ， 四 帽子 中 的 ATP 保留 了 
< 磷酸 和 8 磷酸 。 因 此， 一 个 磷酸 基 团 来 自 GTP, 
还 有 两 个 来 自 起 始 RNA 合成 的 ATP， 在 加 帽 的 
mG 与 下 一 个 核 苷 之 间 总 共有 3 个 磷酸 基 团 相互 连 
接 。 此 外 ， 由 于 ATP 和 GTP 在 其 5 端 都 有 磷酸 基 
团 ， 二 者 之 间 很 可 能 以 5 -5 方式 连接 。 

那么 如 何 解释 呼 肠 孤 病毒 中 帽子 5 端 所 带 的 5 
个 负电 荷 呢 ? 图 15. 3 这 一 问题 进行 了 分 析 。 其 中 3 
个 负电 荷 来 自 mG 与 倒数 第 二 个 核 背 之 间 的 三 
酸 。 另 一 个 负电 荷 源 于 倒数 第 二 个 核 芽 与 倒数 第 三 
个 核 背 之 间 的 磷酸 二 酯 键 〈 此 键 没 有 被 碱 裂解 是 因 
为 其 2 位 的 凑 基 被 甲 基 化 了 )。 还 有 两 个 负电 荷 来 自 
帽子 未 端的 磷酸 基 团 。 这 里 总 共 是 6 个 负电 荷 ， 但 
是 mG 自身 提供 了 一 个 正 电荷 ， 所 以 最 终 电荷 量 为 
一 5。 

其 他 的 病毒 和 细胞 内 的 mRNA 都 有 相似 的 帽 
TF. 根据 2 位 羟基 被 甲 基 化 的 程度 划分 为 3 种 类 型 。 
第 一 种 类 型 (帽子 1) 如 图 15.3 所 示 。 第 二 种 类 型 
《帽子 2) 还 有 一 个 2 位 羟基 甲 基 化 核 苷 酸 〈 一 排 有 
2 个 )。 第 三 种 类 型 (帽子 0) 没有 2 位 羟基 被 甲 基 
化 的 核 背 酸 。 第 二 种 帽子 序列 只 出 现在 真 核 生物 的 
细胞 内 ， 第 一 种 则 在 细胞 和 病毒 RNA 中 均 有 ， 而 
第 三 种 只 存在 于 某 些 病毒 RNA 中 。 我 们 在 第 14 章 
中 讲 过 ， 某 些 snRNA 还 有 另 一 种 帽子 ， 其 鸟 苷 上 有 
3 个 位 点 被 甲 基 化 。 本 章 我 们 还 会 再 谈 到 这 些 帽子 
序列 。 
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图 15.3 RAMS A (贝子 1) 所 
带 的 电荷 。m'G ( 带 有 红色 甲 基 的 蓝 色 乌 
W) 提供 一 个 正 电荷 ， 焦 磷酸 连接 提供 3 
个 负电 荷 ， 磷酸 二 栈 键 提供 一 个 负电 荷 ， 
末端 的 磷酸 基 团 提供 2 个 负电 荷 。 因 此 其 
净 电 荷 是 一 5。 与 Y 碱 基 相 连 的 核糖 上 2'- 
OH 在 帽子 2 结构 中 会 被 甲 基 化 。 


HF HSK 
为 了 明确 帽子 是 如 何 合成 的 ，Moss 小 组 和 Fu- 
ruchi, Shatkin 小 组 在 体外 进行 了 模式 底 物 的 加 帽 实 
验 。 他 们 分 别 分 离 了 牛痘 病 毒 和 呼 肠 孤 病毒 的 这 内 
成 分 《core)， 以 此 来 提供 加 幅 所 需 的 蛋白 酶 。 这 两 
种 人 类 病毒 都 是 在 宿主 细胞 的 胞 质 中 进行 复制 ， 不 
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需要 进入 其 细胞 核 内 。 因 此 ， 它 们 的 这 内 就 应 该 仿 
有 自己 的 转录 和 加 帽 系统 。 如 图 15. 4 所 示 ， 在 这 两 
种 病毒 内 所 发 生 的 事件 顺序 是 一 致 的 。 第 一 步 (图 
15.40), BERKE GLF RNA 三 磷酸 酶 ) 将 
正在 合成 的 RNA 分 子 5 端的 Y 磷 酸 水 解 掉 ， 生 成 
一 个 焦 磷酸 ; 第 二 步 (图 15. 4b)， 鸟 苷 酸 转 移 酶 将 
来 自 GTP 的 GMP 连接 到 RNA 末端 的 焦 磷酸 上 ， 
形成 一 个 5 -5 -三 磷酸 ， BSH (图 15. 4c)， 甲 基 
转移 酶 将 S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 的 甲 基 转 移 到 末端 鸟 苷 酸 
的 7-N 位 置 ; 第 四 步 (图 15. 4d) ， 另 外 一 个 甲 基 转 
移 酶 再 从 另 一 个 AdoMet 分 子 上 将 甲 基 转移 到 倒数 
第 二 个 核 背 的 2-OH。 
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(b) SEREN 


GpppXpY.…。 
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图 15.4 ”加 帆 过 程 中 事件 的 顺序 。(a) RNAS 
磷酸 酶 从 延伸 中 的 RNA 的 5' 端 切 去 y 磷 酸 基 ; 
(b) SEREM GTP Ef) 上 将 GMP 转移 
到 RNA 上 形成 三 磷酸 基 连 接 ， 封 闭 RNA 的 5 
端 ; CO 甲 基 转移 酶 从 腺 苷 甲 硫 氨 酸 上 转移 甲 基 
WA E) 到 封闭 鸟 苷 的 7 ML: Cd) 另外 
一 个 甲 基 转移 酶 从 腺 背 甲 硫 氨 酸 上 转移 一 个 甲 
EEA GIE) 到 倒数 第 二 的 核 苷 酸 的 2-OH 
上 ， 形 成 帽子 1， 为 了 形成 帽子 2， 在 下 一 个 核 
苷 酸 上 重复 步 又 (d) 进行 甲 基 化 ; (e) 在 三 磷 
酸 基 团 连接 中 ,磷酸 基 团 的 来 源 。a 位 和 8 位 的 
磷酸 基 团 来 自 起 始 核 苷 酸 (XTP〉 用 绿色 标 出 ， 
AF GTP 中 的 a 位 磷酸 用 黄色 标 出 。 


为 了 验证 上 述 反 应 途径 的 正确 性 ， 他 们 分 离 了 
此 过 程 中 所 涉及 的 酶 及 中 介 物 。 例如，Furuichi 及 
同事 用 标记 的 pppGpC 为 模式 底 物 进行 研究 。 如 何 
知道 病毒 分 子 从 底 物 上 去 掉 了 一 个 磷酸 基 团 而 将 之 
转变 为 ppGpC 呢 ? 他 们 用 过 量 的 副 产 物 (PPi) 来 
阻止 乌 苷 转 酯 反应 ， 使 ppGpC 积累 。 按 照 图 15. 5 
中 的 方案 对 这 个 中 间 产 物 进行 检测 。 首 先 ， 他 们 采 
用 纸 电泳 方法 ， 发 现 其 中 一 个 重要 的 标记 产物 与 
ppGpC 的 迁移 率 一 样 。 但 不 巧 的 是 ，CDP 也 迁移 到 
相同 位 置 ， 所 以 不 能 明确 证 实 标记 产物 为 ppGpC。 
于 是 ， 他 们 用 碱 性 磷酸 酶 将 产物 中 的 ppGpC 转换 为 
GpC， 然 后 再 重新 电泳 。 这 一 次 放射 性 的 蜂 值 出 现 
在 GpC 的 位 置 上 。 这 是 令 人 振奋 的 结果 ， 但 为 了 从 
正面 证 实 中 间 产 物 就 是 ppGPC， 他 们 将 实验 (a) 中 
所 得 到 的 峰值 产物 进行 了 离子 交换 树脂 层 析 ， 结 果 
发 现 放射 性 峰值 产物 与 ppGpC 标准 物 是 共 迁 移 的 。 
这 样 ， 确 定 了 ppGpC 是 加 帽 过 程 的 中 间 产 物 。 实 验 
中 ppGpC 峰值 处 出 现 少量 的 “C 标记 是 因为 *C 本 身 
的 放射 性 强度 更 低 一 些 。 

帽子 结构 是 什么 时 候 加 上 的 呢 ? 在 某 些 病毒 中 ， 
如 胞 质 多 角 体 病毒 〈cytoplasmic polyhedrosis virus, 
CPV) ，S- 腺 背 甲 硫 氨 酸 的 缺失 会 抑制 转录 ， 表 明 其 
转录 是 依赖 于 加 幅 过 程 的 。 由 此 推测 这 种 病毒 的 加 
帆 是 个 非常 早期 的 事件 ， 有 可 能 在 前 体 mRNA RIF 
始 形成 第 一 个 磷酸 二 酷 键 之 后 就 发 生 了 。 在 其 他 病 
毒 如 牛 瘟病 毒 中 ,缺少 SRR SR. HOHE RL 
程 仍然 正常 进行 ， 因 此 这 种 病毒 的 转录 和 加 帆 没 有 
紧密 联系 。 

H CPV 和 牛 总 病毒 不 同 ， 腺 病毒 是 在 核 内 进行 
复制 的 ， 因 而 有 可 能 利用 寄主 的 加 帆 系 统 进行 加 帆 。 
因此 ， 腺 病毒 应 该 可 以 告诉 我 们 真 核 细胞 前 体 mR- 
NA 的 加 帽 过 程 。James Darnell 及 同事 证 实 ， 腺 病 
毒 的 加 帽 过 程 发 生 在 转录 的 早期 。 他 们 检测 了 腺 病 
毒 帽子 和 mRNA 前 体 分 子 中 前 12 个 左右 核 苷 酸 中 
BAL CH] 腺 苷 的 量 。 首 先 ， 在 腺 病毒 感染 的 
后 期 加 入 CH] 腺 苷 来 标记 前 体 mRNA 帽子 
(m GpppA 中 的 粗 体 A) 和 其 他 位 置 的 腺 苷 。 然 后 
用 梯度 离心 法 将 小 分 子 前 体 mRNA 的 大 片段 剔除 、 
再 以 含有 中 后 期 转录 物 起 始 位 点 的 限制 性 片段 为 探 
针 进行 杂交 。 能 够 被 杂交 上 的 任何 小 分 子 RNA 都 
有 可 能 是 刚 起 始 合成 的 RNA， 不 仅仅 只 是 成 熟 
RNA 的 降解 片段 。 从 杂交 分 子 上 将 新 生 的 mRNA 
洗 脱 下 来 ， 看 是 否 已 被 加 帽 。 果 然 这 些 mRNA 分 子 
已 被 加 上 了 帽子 结构 ， 而 且 不 含有 三 磷酸 腺 苷 pp- 
pA)， 该 分 子 只 在 没有 加 帽 的 mRNA 末端 出 现 。 实 
验 结果 表明 ， 腺 病毒 mRNA 在 其 转录 的 中 后 期 或 延 
伸 到 70 个 核 苷 酸 之 前 就 已 经 加 帽 了 。 目 前 所 公认 的 
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图 15.5 EMP ILIA MF A A AN he 
为 ppGpC。 (a) 第 一 次 纯化 步骤 。Furuichi 及 
同事 在 呼 肠 孤 病毒 中 加 入 CC] CTP Al [*P] 
GTP 来 标记 帽子 以 及 加 帽 过 程 的 中 间 产 物 。 之 
后 ， 将 标记 物 跟 图 上 方 所 列 的 已 知 化 合 物 一 起 
进行 纸 电 泳 。 一 种 放射 性 的 中 间 产 物 统 形 曲 
线 部 分 ) 与 ppGpC 和 CDP 迁移 率 相同 。 
(b) ppGpC 转 换 为 GpC。 将 (a) 中 弧 形 曲线 所 
对 应 的 物质 用 碱 性 磷酸 酶 消化 ， 使 ppGpC 转换 
为 GpC， 然 后 再 进行 电泳 。 这 次 ， 一 个 主 蜂 与 
GpC SEB. (c) ppGpC 的 阳性 验证 。 将 Ca) 
中 弧 形 曲线 所 对 应 的 物质 用 离子 交换 树脂 层 
析 ， 所 用 已 知 化 合 物 标 于 图 顶部 .*P 标记 的 主 
55 ppGpC 是 吻合 的 (Source; Adapted from 
Furuichi Y., S. Muthukrishnan, J. Tomasz, 
and A. J. Shatkin, Mechanism of formatioin of 
reovirus mRNA 5 -terminal blocked and methyl- 
ated sequence m’GpppG"pC. Journal of Bio- 
logical Chemistry 251; 5051, 1976.) 


是 ， 在 真 核 细胞 内 ， 加 巾 发 生得 更 早 ， 可 能 在 前 体 
mRNA 延伸 到 30 个 核 苷 酸 之 前 。 


小 结 “ 帽 子 是 分 步 合成 的 :首先 ，RNA 焦 
磷酸 酶 将 前 体 mRNA 末端 的 磷酸 基 团 去 掉 ， 之 
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GTP)。 然 后 ， 两 个 甲 基 转 移 酶 分 别 将 鸟 昔 第 了 
位 的 N 和 倒数 第 二 个 碱 基 2-OH 甲 基 化 。 这 一 
系列 事件 发 生 在 RNA 链 延 伸 到 30 MARZ BT 
的 转录 早期 。 


HET HD He 


帽子 结构 至 少 有 4 种 功能 : DRP mRNA 免 遭 
FER: OMIR mRNA 的 可 译 性 ; @ 增 强 mRNA 从 
细胞 核 到 细胞 质 的 转运 ; @ 提 高 mRNA 的 剪接 效 
率 。 在 本 节 我 们 先 讨论 帽子 结构 的 前 3 个 功能 ， 下 
一 章 再 讨论 其 第 4 个 功能 。 

保护 功能 ”帽子 结构 是 通过 三 磷酸 键 与 随后 的 
mRNA 连接 的 ， 这 种 磷酸 键 在 RNA 的 其 他 部 位 没 
有 发 现 过 。 因 此 ， 帽 子 结构 可 以 通过 防止 从 5' 端 开 
始 的 RNase 对 mRNA 分 子 的 外 切 作用 来 行使 保护 
功能 ， 这 种 RNase 对 焦 磷酸 键 无 能 为 力 。 事 实 上 ， 
已 有 明确 的 证 据 表明 ， 帽 子 可 以 防止 mRNA 分 子 的 
降解 。 

Furuichi, Shatkin 及 同事 于 1977 年 发 表 文章 ， 
证 明 加 帽 的 呼 肠 孤 病毒 RNA 比 未 加 帽 的 要 稳定 得 
多 。 他 们 分 别 对 新 合成 的 用 m GpppG fn aay. FH 
GpppG 加 幅 的 以 及 未 加 帆 的 RNA 进行 标记 ， 然 后 
将 这 3 种 RNA 分 别 注入 非洲 爪 蛤 的 卵 母 细胞 。8h 
后 用 甘油 密度 梯度 超速 离心 进行 分 离 和 分 析 。 结 果 
发 现 ， 呼 肠 孤 病毒 RNA 以 3 种 大 小 存在 ， 分 别 为 大 
(D、 中 〈m)、 小 〈s) 3 种 片段 。 图 15. 6a 显示 甘油 
密度 梯度 超速 离心 对 这 3 种 大 小 RNA 的 分 离 结果 。 
对 含有 不 同 5 端的 3 种 RNA 都 进行 了 相同 的 分 析 ， 
并 没有 发 现 明显 的 不 同 。 实 验 中 3 条 大 小 不 同 的 条 
带 总 是 清晰 可 见 。 图 15. 6b 所 显示 的 是 非洲 爪 蟾 卵 
母 细 胞 放置 8h 之 后 的 结果 ，3 种 不 同 5 端的 RNA 
都 有 降解 ， 但 这 种 降解 在 未 加 帽 的 RNA 中 更 为 明 
显 。 由 此 看 来 ， 非 洲 爪 蟾 卵 母 细胞 虽然 含有 可 降解 
病毒 RNA 的 核酸 酶 ， 但 帽子 可 以 提供 一 定 的 保护 
功能 。 

可 译 性 ”帽子 的 另 一 个 重要 功能 是 保证 mRNA 
的 可 译 性 。 在 第 17 章 我 们 将 看 到 ， 真 核 细胞 的 mR- 
NA 进入 核糖 体 进行 翻译 是 通过 帽子 结合 蛋白 对 帆 
子 的 识别 而 实现 的 。 如 果 没 有 帽子 结构 ， 帽 子 结合 
蛋白 就 不 能 结合 上 去 ，mRNA 的 翻译 效率 就 会 非常 
低 。Daniel Gallie 在 一 次 活体 实验 中 ， 描 述 了 帽子 对 
翻译 的 促进 作用 。Gallie 分 别 将 有 帆 和 无 帽 ， 同 时 
有 和 无 Poly (A) 的 萤火虫 萤 光 素 酶 mRNA FAM 
草 细 胞 。 由 于 萤 光 素 酶 在 有 荧光 素 和 ATP 的 情况 下 
能 够 发 光 ， 所 以 很 容易 检测 。 表 15. 1 的 结果 表明 ， 
3 端的 poly CA) 和 5' 端 的 幅 子 都 能 协同 增强 莹 光 素 
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图 15.6 ”帽子 结构 对 呼 肠 孤 病毒 RNA 稳定 性 的 影 
Mo (a) 新 合成 的 RNA。 对 已 经 加 帽 的 (绿色)、 
封 堵 的 〈 蓝 色 ) 未 加 帆 的 (红色 ) 呼 肠 孤 病毒 
RNA 进行 标记 ， 并 对 其 进行 甘油 密度 梯度 超 离心 
分 析 。3 种 不 同 大 小 的 RNA 片段 分 别 被 标 为 大 
中、 中 Gm)、 小 (s)。(b) RNA 分 子 在 非洲 爪 蛤 
卵 母 细胞 内 培养 的 结果 。 将 以 上 含有 不 同 5 端的 
RNA 注射 到 非洲 爪 蟾 卵 母 细胞 中 ，8h 后 分 离 ， 并 
用 (a) 中 的 离心 方法 进行 分 析 。 颜 色 标注 与 a 
相同 。( Source: Adapted from Furuichi, Y., 
A. LaFiandra, and A. J. Shatkin, 5'-terminal stru- 
ture and mRNA stability. Nature 266; 236, 1977.) 


WR oe HE AR OR. XF E HRY MRNA. 
poly (A) 尾 可 将 其 翻译 效率 提高 21 倍 ， 但 加 帽 过 
程 却 可 将 含有 poly (A) 尾 的 mRNA 的 翻译 效率 提 
高 297 倍 。 当 然 ，mRNA 自身 的 稳定 性 对 结果 的 影 
响 已 考虑 在 内 ， 但 其 影响 并 不 是 很 大 。 
RNA 的 运输 ”帽子 结构 同时 还 有 利于 成 熟 
RNA 向 核 外 的 运输 。J6rg Hamm 和 Iain Mattaj 在 
分 析 了 Ul snRNA 的 转运 之 后 得 出 这 一 结论 。 大 多 
数 snRNA, 包括 Ul snRNA 在 内 ， 都 是 由 RNA R 
合 酶 也 转录 的 ， 其 转录 物 在 细胞 核 内 被 加 上 单 甲 基 
化 的 m' G 帆 子 。 这些 转录 物 被 转运 到 细胞 质 ， 在 这 
里 与 一 些 蛋 白质 结合 形成 snRNP 复合 物 ， 同 时 它们 
的 帽子 被 进一步 甲 基 化 为 三 甲 基 乌 苷 (mG). 4 
后 再 次 进入 到 核 内 完成 剪 切 及 其 他 加 工 过 程 。U6 
snRNA 是 一 个 例外 ， 它 由 聚合 酶 II 合成 , 上 且 没 有 


帽子 结构 ， 保 留 了 自己 的 末端 焦 磷 酸 ， 并 留 在 核 内 。 
Hamm 和 Mattaj 想 弄 清楚 如 果 Ul snRNA 被 聚合 酶 
III 而 不 是 聚合 酶 I 合成， 情况 会 如 何 ? 如 果 它 不 被 


加 帆 ， 而 且 留 在 核 内 ， 就 表明 帽子 结构 对 于 RNA 
向 核 外 转运 是 重要 的 。 


表 15.1 poly (A) 和 帽子 结构 对 烟草 原生 质 体 萤 光 


Ri mRNA 翻译 过 程 的 协同 作用 
mRNA SERB mRNA 萤 光 素 酶 活性 / poly (A) 尾 对 酶 活 帽子 对 活性 
半衰期 /min ( 光 单 位 /mg 蛋白 ) 性 的 相对 影响 的 相对 影响 
未 加 帼 的 
没有 poly (A) 31 2941 1 1 
含有 poly (A) 44 4480 1.5 1 
Ane 
没有 poly (A) 53 62 595 1 21 
AH poly (A) 100 1331917 21 297 


Source; Gallie, D. R., The cap and poly (A) tail function synergistically to regulate mRNA translational efficiency, 
Genes & Development 5: 2108-2116, 1991. Copyright © Cold Spring Harbor, NY. Reprinted by permission. 


于 是 ，Hamm 和 Mattaj 将 非洲 爪 虹 Ul snRNA 
基因 放 在 人 的 U6 snRNA 启动 子 之 后 ， 使 它 由 聚合 
酶 II 转录。 之后， 将 构建 好 的 Ul snRNA 注入 爪 
蛤 卵 母 细 胞 核 中 ， 同 时 还 注入 一 种 标记 的 核 背 酸 和 
JIMA SS rRNA 基因 作为 内 参 。 实 验 中 还 加 入 了 
lpg/ml 的 RAEM fi] RNA 聚合 酶 1 的 活性 ， 
以 此 确保 Ul 基因 的 转录 物 不 会 由 聚合 酶 II 合成 。 
除了 野生 型 UL 基因 外 ， 还 用 几 种 突变 型 UL 基因 进 
行 了 分 析 ， 这 些 突变 发 生 在 编码 蛋白 质 结合 位 点 的 
区 域 。 在 失去 与 胞 质 特定 蛋白 质 结合 的 能 力 后 ， 突 
变 转录 物 在 转运 到 胞 质 后 不 能 再 回 到 细胞 核 。 注 射 
12h 后 ，Hamm 和 Mattaj 剥离 了 卵 母 细胞 的 细胞 质 
和 细胞 核 ， 并 对 两 种 组 分 的 标记 产物 进行 了 电泳 检 
测 。 比 较 了 由 RNA RAN Tl 合成 并 加 帽 了 的 UL 
snRNA 和 由 RNA RAM II 合成 但 未 加 帽 的 Ui 
snRNA 在 细胞 中 的 定位 。 

结果 ， 所 有 聚合 酶 III 合成 的 未 加 帽 Ul snRNA 
都 被 保留 在 核 内 。 而 聚合 酶 ARM UL snRNA 被 
转运 到 胞 质 。 这 些 结果 证 实 了 加 帽 对 于 Ul snRNA 
往 核 外 运输 是 必需 的 这 一 假设 。 

稍 后 我 们 在 这 一 章 将 看 到 ， 帽 子 结构 对 于 前 体 
mRNA 的 正确 剪接 也 是 必 不 可 少 的 。 

小 结 : 帽子 结构 有 4 个 功能 : :四 保护 mRNA 
不 被 降解 ; 加 增加 mRNA 的 可 译 性 ; OH mR- 
NA 转运 到 核 外 ; 四 使 前 体 mRNA 正确 剪接 。 


15.2 SRR 


我 们 已 经 知道 hnRNA 是 mRNA 的 前 体 。 二 者 


存在 如 下 联系 :它们 的 3 端 共有 一 个 独特 结构 ， 即 
被 称 为 poly CA) 的 AMP 残 基 长 链 。rRNA 和 tR- 
NA 都 不 具有 poly (A) 尾 。 给 RNA 添加 poly (A) 
的 过 程 称 为 多 聚 腺 蔡 酸 化 〈polyadenylation)， 我们 
先 了 解 一 下 poly (A) 的 性 质 ， 然 后 学 习 多 聚 腺 苷 
酸化 的 过 程 。 


poly (A) 


James Darnell 小 组 做 了 大 量 关 于 poly (A) 和 
多 聚 腺 苷 酸化 的 早期 研究 。 为 了 从 HeLa 细胞 的 
mRNA 中 得 到 poly (A) 片段 ， 他 们 用 RNase A 和 
RNase T1 两 种 酶 切割 mRNA。 其 中 ，RNase A 在 C 
和 TU 后 酶 切 RNA，RNase Tl 在 G 后 酶 切 RNA, 
即 剪 接 除了 A 之 外 的 所 有 核 苷 酸 ， 只 留 下 纯 的 腺 嘎 
叭 片段 。 之 后 电泳 细胞 质 和 细胞 核 的 poly CA), BH 
定 其 大 小 。 图 15. 7 显示 ， 两 种 poly (A) 片段 都 在 
比 5S rRNA 慢 一 些 的 位 置 具 有 主峰 ， 大 概 是 7S。 他 
们 估计 这 些 片段 有 150~200 个 碱 基 。 在 该 实验 中 观 
察 到 的 poly (A) 片段 只 被 标记 了 12min， 所 以 它们 
是 新 合成 的 。 值 得 注意 的 是 ， 新 合成 的 核 内 和 细胞 
Ki poly (A) 片段 的 大 小 没有 多 大 差别 。 但 在 本 章 
后 面 我 们 将 看 到 细胞 质 poly (A) 会 逐渐 变 短 。 分 
析 不 同 生物 的 poly (A) BR, BAM poly (A) 
尾 大 小 平均 约 为 250nt。 

poly (A) 是 从 mRNA 或 hnRNA 的 3' 端 进行 
延伸 的 。 在 一 个 从 3 端 降解 的 RNase 作用 下 ，poly 
CA) 可 以 从 mRNA 或 hnRNA 的 3' 端 很 快 释放 出 
来 。 因此， 用 RNase 完全 降解 poly (A) 所 得 产物 
是 1 OF ARE 200 个 分 子 的 AMP. 图 15.8 
表明 得 到 这 一 结果 要 求 poly (A) 位 于 mRNA 分子 
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图 15.7 poly (A) 的 大 小 。Sheiness 和 


细胞 核 中 的 poly(A) 片 段 


细胞 质 中 的 poly(A) 片 段 


以 1000cpm 计 o> 
四 
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的 3' 端 。 该 实验 也 进一步 证 明 poly (A) 的 长 度 约 
为 200nt。 
(a) 位 于 中 间 的 poly(A) (b) 位 于 3 端的 poly(A) 


RNA..。ApApApA..。ApXpYpZ RNA.…ApApApA…A-OH 


RNA 栈 A 和 T1 | RNA 酶 A 和 T1 | 
ApApApA'…Ap ApApApA++A-OH 

| OH- | oHr 
n Ap n Ap + A-OH 
图 15.8 在 hnRNA 和 mRNA 3' 端 发 现 poly 


(A)。(a) 内 部 poly 〈A)。 如 果 poly (A) 存在 
于 RNA 分 子 内 部 ，RNase A 和 RNase T1 消化 时 
产生 的 poly (A)， 在 其 3' 端 将 带 有 一 个 磷酸 基 
团 。 碱 基 水 解 只 能 产生 AMP.(b) poly (A) 存 
在 于 hnRNA 和 mRNA 的 3' 端 。 因 为 poly (A) 
存在 于 这 些 RNA 分 子 的 3 BH, RNase A 和 
RNase T1 消化 时 在 3 ' 端 产生 没有 磷酸 化 的 腺 味 
叭 。 碱 基 水 解 产 生 AMP, AIH 1 FRE. 
AMP 与 腺 背 的 比率 为 200， 提 示 poly (A) 的 长 
度 是 200nt。 


我 们 知道 poly (A) 不 是 由 DNA 转录 而 来 ， 因 
为 基因 组 中 没有 足够 长 的 一 串 工 来 编码 它 。 举 例 来 
讲 ， 在 数 千 个 已 经 测序 的 真 核 生 物 基因 的 尾部 没有 
RAT BPA, WA, MRR D 虽然 可 抑制 
DNA 转录 过 程 ， 但 是 并 不 能 抑制 多 聚 腺 苷 酸 的 合 
成 。 所 以 ，poly (A) 一 定 是 在 转录 后 加 上 去 的 。 事 
实 上 ， 细 胞 核 内 有 一 种 酶 叫做 腺 叮 叭 聚合 酶 [poly 
(A) polymerase，PAP]， 它 可 以 在 mRNA 前 体 上 
每 次 添加 一 个 AMP 残 基 。 

由 于 在 hnRNA 上 发 现 有 poly (A), MARNI 
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Darnell 从 HeLa 细胞 的 细胞 核 和 细胞 质 中 
分 别 分 离 放射 性 标记 的 hnRNA 〈 蓝 色 ) 
和 mRNA (红色 )。 然 后 用 RNase A 和 
RNase T1 处 理 这 些 RNA 以 释放 poly 
〈A)， 收 集 碎片 ， 用 闪烁 计数 法 测量 放射 
强度 (第 5 章 )。 用 4S tRNA 和 5S rRNA 
作为 分 子 大 小 标记 。 相 应 的 分 子 长 度 为 
200nt. (Source; Adapted from Sheiness, 
D. and J. E. Darnell, Polyadenylic acid seg- 
ment in mRNA becomes shorter with 
age. Nature New Biology 241; 267, 
1973.) 
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知道 poly (A) 尾 是 加 在 mRNA 前 体 上 的 ， 甚 至 是 
一 些 特殊 的 尚未 剪接 的 mRNA 前 体 上 “〈 如 15S 鼠 球 
蛋白 mRNA 前 体 ) 也 含有 poly (A)。 但 是 在 本 章 
后 面 , 我们 将 看 到 前 体 mRNA 上 一 些 内 含 子 的 剪 切 
要 早 于 多 聚 腺 苷 酸化 。 一 旦 一 个 mRNA 进入 细胞 
质 , 其 poly (A) 就 开始 降解 ， 换 句 话 说 ，poly 
(A) 不 可 避免 地 受到 RNase 的 降解 ， 然 后 又 被 细胞 
质 中 的 poly (A) 聚合 酶 重新 合成 。 

小 结 ” 绝 大 多 数 真 核 生 物 的 mRNA 及 其 前 
体 在 3 端 都 有 一 段 约 250nt YS HEAR TE OTR ME 
KBE poly (A) 是 在 转录 之 后 被 poly (A) WE 
酶 加 上 的 。 


poly (A) 的 功能 


绝 大 多 数 mRNA 都 有 poly (A), 但 组 蛋白 
mRNA 是 个 特例 ， 它 在 没有 poly (A) 尾 的 情形 下 
仍 能 行使 自己 的 功能 。 虽然 有 这 个 例外 ， 但 真 核 生 
物 几乎 普遍 存在 的 poly CA) 到 底 发 挥 什么 作用 
R? 研究 表明 ，poly CA) 具有 保护 mRNA 免 受降 
解 的 功能 ，poly (A) 对 它 所 连接 的 mRNA 的 翻译 
有 促进 作用 ， 还 有 证 据 表 明 poly (A) 在 mRNA 的 
剪接 及 转运 出 核 时 发 挥 一 定 的 作用 。 在 此 ， 我 们 
先 寻 求 poly (A) 在 mRNA 稳定 性 和 可 译 性 方面 
的 证 据 ， 在 本 章 的 最 后 我 们 再 讨论 剪接 和 转运 
功能 。 

保护 mRNA 为 了 检验 poly (A) 对 mRNA 的 
稳定 作用 ，Michel Revel 及 同事 将 有 poly (A) 尾 和 
无 poly (A) 尾 的 球 蛋白 mRNA A JT SR A 
中 ， 之 后 的 2 天 中 在 不 同时 间 测 定 球 蛋白 的 合成 速 
率 。 起 初 他 们 发 现 没 有 什么 差异 , 但 6h 之 后 , 无 
poly (A) 尾 的 mRNA [poly (A)~ RNA] 不 能 再 继 
续 翻 译 下 去 , 而 有 poly (A) 尾 的 mRNA [poly 
(A)* RNA] 依旧 可 以 有 效 地 翻译 (图 15.9)。 对 这 


一 现象 最 简单 的 解释 就 是 ，poly (A)* RNA H poly 
CA)” RNA 有 较 长 的 稳定 时 间 ， 因 此 poly (A) 是 
个 保护 剂 。 但 我 们 也 将 看 到 ， 有 些 mRNA 的 poly 
(A) 尾 并 不 具有 保护 作用 。 但 可 以 明确 的 是 ，poly 
(A) 尾 在 促进 mRNA 的 翻译 效率 方面 具有 更 为 重 
要 的 作用 。 
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W 15.9 poly (A)* ( 蓝 色 ) 5 poly (A)- ( 红 
色 ) REA mRNA 翻译 的 时 间 进 程 。Revel 及 同 
事 绘制 的 比率 图 ， 以 整合 到 球 蛋 白 和 内 源 蛋 白 中 
的 放射 性 对 标记 时 间 的 中 点 作 图 。 (Source: Adap- 
ted from Huez, G., G.Marbaix, E. Hubert, 
M. Leclereq, U. Nudel, H.Soreq, R. Solomon, 
B. Lebleu, M. Revel, and U. Z. Littauer, Role of 
the polyadenylate segment in the translation of glo- 
bin messenger RNA in Xenopus oocytes. Proceed- 
ingsof the National Academy of Sciences USA 71 
(8); 3143-3146, August 1974. ) 


增强 mRNA 的 可 译 性 ”有 多 个 证 据 表 明 ，poly 
(A) 尾 可 增强 mRNA 的 翻译 能 力 。 真 核 生物 mR- 
NA 翻译 中 有 一 个 结合 蛋白 是 poly (A) MARA I 
[poly (A) -binding protein 1, PAB], mRNA 翻译 
时 与 该 蛋白 质 结合 可 增强 翻译 效率 。 支 持 该 假说 的 
实验 证 据 是 ， 在 体外 翻译 体系 中 加 入 过 量 poly (A) 
可 抑制 加 帽 的、 多 诊 腺 并 酸化 的 mRNA 的 翻译 。 这 
个 实验 暗示 过 量 poly (A) 与 mRNA 上 的 poly (A) 
竞争 某 个 重要 因子 ， 推测 是 PAB I. 无 PAB Iit, 
mRNA 不 能 很 好 地 翻译 。 那 么 我 们 可 以 进一步 得 出 
这 样 的 结论 ， 即 poly CA) RNA 如 果 不 能 结合 
PAB I， 就 不 能 有 效 地 进行 翻译 。 

为 了 检验 这 个 假说 ，David Munroe 和 Allan Ja- 
cobson 比较 了 两 个 人 工 合成 的 有 poly (A) 和 无 poly 
(A) 的 mRNA 在 免 网 织 红细胞 提取 物 中 的 翻译 速率 。 
他 们 克隆 了 免 # 球 蛋白 基因 和 疱疹 性 口 炎 病 毒 的 N 


基因 并 连接 到 质粒 中 ， 在 噬菌体 SP6 启动 子 调控 下 ， 
用 SP6 RNA 育 合 酶 进行 体外 转录 ， 分 别 获得 了 这 两 
个 基因 的 mRNA [4 B 球 蛋白 (RBG) mRNA 和 疱疹 
性 口 炎 病毒 的 N 基因 (VSV. N) mRNAJ。 在 克隆 后 
和 转录 前 ， 用 末端 转移 酶 和 dTTP 以 不 同 反应 时 间 ， 
分 别 给 每 个 基因 添加 poly (T) 尾 ， 使 这 些 人 工 合成 
的 mRNA 具有 不 同 长 度 的 poly (A) 尾 。 

他 们 在 网 织 红细胞 提取 物 中 分 别 测定 了 poly 
(A)* 和 poly (A)- mRNA 的 稳定 性 和 可 译 性 。 图 
15. 10 显示 了 帽子 和 poly (A) 尾 对 VSV. N mRNA 
稳定 性 和 可 译 性 的 影响 。 对 于 有 帽子 或 无 帽子 mR- 
NA MA. EH poly (A) 尾 时 要 比 无 poly (A) Æ 
时 翻译 得 好 。 进 一 步 实验 表明 ， 多 聚 腺 苷 酸化 对 这 
两 种 mRNA 的 稳定 作用 并 没有 差异 。 他 们 对 这 一 结 
果 的 解释 是 ，poly CA) 对 mRNA 翻译 的 增强 作用 
不 是 由 于 加 强 了 mRNA 的 稳定 性 ， 而 是 由 于 加 强 了 
翻译 过 程 本 身 。 如 果 是 这 样 ， 那 么 ，poly (A) 到 底 
加 强 了 翻译 过 程 的 哪 一 步 呢 ? 以 上 研究 表明 ， 这 一 
作用 发 生 在 翻译 的 起 始 阶段 ， 即 mRNA 和 核糖 体 结 
合 时 。 在 第 17 章 我 们 将 看 到 ， 许 多 核糖 体 有 序 地 结 
合 到 真 核 细胞 mRNA 的 头 部 并 依次 读 取 mRNA 的 
信息 。 一 条 mRNA 链 一 次 结合 数 个 核糖 体 进行 翻译 
的 结构 称 为 多 聚 核糖 体 Cpolysome), Munroe 和 Ja- 
cobson UH poly (A)* mRNA 比 poly (A)- mRNA 
更 容易 成 功 地 形成 多 聚 核糖 体 。 


合成 的 蛋白 质 
(相对 量 ) 


0 10 20 30 40 
mRNA /(ug/mL) 


图 15. 10 SEAR ARAL Tt mRNA 可 译 性 的 影响 。 
Munroe 和 Jacobson 将 VSV. N 的 mRNA 和 ”S 标 
记 的 甲 硫 氨 酸 在 免 网 织 红细胞 提取 物 中 孵育 。 
RNA 分 子 有 加 帽 的 《绿色 ) MAMMA (A), 
有 poly (A)* CER) 或 者 无 poly (A7 RR). 
在 蛋白 质 合成 30min 之 后 ， 电 泳 标记 产物 ， 通 过 
定量 荧光 检测 法 测量 新 合成 蛋白 的 放射 活性 。poly 
(A) 对 加 幅 和 未 加 帽 mRNA 的 可 译 性 都 有 促进 作 
Fl. (Source; Adapted from Munroe, D. and 
A. Jacobson, mRNA poly (A) tail, a 3’ enhancer 
of a translational initiation. Molecular and Cellular 
Biology 10: 3445, 1990. ) 
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Munroe 和 Jacobson 测定 了 标记 过 的 mRNA $ 
人 多 聚 核糖 体 的 过 程 。 他 们 用 *P 标记 含 poly (A) 
ÉI mRNA, HPH 标记 没有 poly (A) 的 mRNA, 接 
着 将 这 些 mRNA 在 网 状 细胞 提取 液 中 钥 育 ， 然 后 用 
蔗糖 梯度 离心 法 提取 多 聚 核糖 体 。 图 15. 11a 显示 带 
有 poly (A) 的 VSV.N mRNA 比 不 带 poly (A) 的 


VSV.N mRNA 更 容易 与 核糖 体 结合 。 在 平行 实验 
中 ，RBG mRNA 也 显示 了 相同 的 结果 。 图 15. 11b 
显示 连接 到 RBG mRNA 的 poly (A) 的 长 度 对 多 聚 
核糖 体形 成 程度 的 影响 。 可 以 发 现 ， 随 着 poly (A) 
从 Snt 到 30nt 的 不 断 加 长 ， 相 应 的 核糖 体 的 形成 也 
在 不 断 地 加 强 。 
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图 15. 11 多 聚 腺 苷 酸化 对 募集 MRNA 形成 多 聚 核糖 体 的 作用 。(a) 多 聚 核糖 体 分 布 图 。Mu- 
nroe 和 Jacobson 分 别 将 *P 标 记 的 poly (A)~ 〈 蓝 色 ) mRNA 和 ?H 标记 的 poly (A)- (红色 ) 
mRNA 与 免 网 织 红 细胞 提取 物 混合 ， 然 后 用 蔗糖 梯度 离心 分 离 多 聚 核糖 体 与 单 体 。 箭 头 指示 
单 体 的 峰值 ， 其 左边 是 多 聚 体 片段 ， 可 以 看 到 二 到 体 、 三 聚 体 甚至 多 聚 体 的 峰值 。 有 poly 
(A) 尾 的 mRNA 显然 与 多 聚 核糖 体 结合 得 更 好 ， 尤 其 是 与 高 聚 体 。 插 图 显示 组 分 11 一 28 中 
poly (A)* 4g poly (A)~ mRNA 的 比值 。 结 果 青 次 证 明 poly (A)* mRNA 与 核糖 体 结合 的 优 
先 性 。(b) 不 同 长 度 poly (A) 对 VSV. N mRNA 和 核糖 体形 成 多 聚 核糖 体 的 效率 影响 ， 长 度 
为 68nt 的 poly (A) 尾 形成 多 聚 核糖 体 的 效率 达 100%, (Source: Adapted from Munroe, 
D. and A. Jacobson, mRNA poly (A) tail, a 3'enhancer of a translational initiation. Molecular 


and Cellular Biology 10; 3447-8, 1990.) 
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Munroe 和 Jacobson 关于 poly (A) 并 不 影响 
mRNA 稳定 性 的 发 现 似乎 与 Revel 小 组 早期 的 研究 
结果 有 矛盾 。 究 其 原因 可 能 是 Revel 的 研究 是 通过 
完整 的 爪 颈 卵细胞 完成 的 ， 而 Munroe 的 研究 是 用 
无 细胞 体系 完成 的 。 在 本 章 前 面 的 表 15.1 显示 ， 
poly (A) WRT RHR mRNA 的 转录 ，poly 
(A) 对 该 mRNA 稳定 性 的 影响 最 多 是 加 倍 ， 而 萤 
光 素 酶 的 产量 增加 了 20 倍 。 因 此 ， 这 一 系统 也 显示 
poly (A) 似乎 在 增强 翻译 方面 起 更 重要 的 作用 。 

在 第 17 章 我 们 将 看 到 poly (A) 如 何在 保护 
mRNA 的 同时 促进 其 翻译 的 。 简 而 言 之 ，poly (A) 
可 以 结合 胞 质 中 的 poly (A) 结合 蛋白 ， 这 些 蛋 白 
质 同时 又 与 翻译 起 始 因子 〈eJF4G) 结合 ， 而 elF4G 
因子 又 可 以 结合 帽子 上 的 帽 结合 蛋白 。 这 样 就 将 3 
端的 poly (A) 和 5 端的 帽子 拉 到 一 起 ， 有 效 地 将 
mRNA 环 化 起 来 。 这 种 两 端 都 结合 有 蛋白 质 分 子 的 
环 状 mRNA 比 裸露 的 线 状 的 mRNA 要 稳定 得 多 。 
同时 环 状 的 mRNA 也 更 容易 进入 翻译 步骤 ， 部 分 原 
因 是 将 mRNA 环 系 在 一 起 的 eIF4G 可 以 帮助 将 核糖 
体 召集 到 mRNA 上 。 

小 结 ，paly〈A) 可 以 同时 加 强 mRNA 的 稳 
定性 和 翻译 能 力 ， 这 两 个 方面 的 相对 重要 性 因 不 
同 的 系统 而 不 同 。 至 少 在 兔 网 状 细胞 提取 液 中 ， 
poly CA) 通过 辅助 mRNA 募集 到 多 聚 核糖 体 而 
加 强 mRNA 的 翻译 作用 。 


多 聚 腺 葵 酸 化 的 基本 机 制 


从 逻辑 上 我 们 很 容易 认为 ，poly (A) RAME 
等 到 一 个 转录 物 完全 合成 之 后 再 将 poly (A) 加 到 
RNA 的 3' 端 ， 但 事实 并 非 如 此 。 相 反 ， 多 聚 腺 苷 酸 
化 通常 涉及 mRNA 前 体 的 剪接 ， 甚 至 在 转录 终止 之 
前 ， 就 把 poly CA) 加 到 新 暴露 的 3' 端 (图 15. 12). 
因此 ， 与 预期 相反 ， 在 RNA 聚合 酶 仍 在 延伸 RNA 
链 时 ， 加 尾 装置 就 已 经 定位 到 上 游 某 个 位 置 的 多 聚 
腺 苷 酸化 信号 上 ， 切 开 延 长 中 的 RNA 链 ， 将 其 多 
RREME. 

Joseph Nevins 和 James Darnell 最 先 为 这 一 多 聚 
腺 苷 酸化 模式 提供 了 证 据 。 他 们 以 腺 病毒 主要 后 期 
转录 单位 〈transcription unit) 为 研究 对 象 ， 它 有 几 
个 不 同 的 相互 重奏 的 mRNA， 每 个 mRNA 可 在 5 个 
不 同 的 位 点 进行 多 到 腺 苷 酸化 。 图 15. 13a 是 该 转录 
单位 的 示意 图 ， 显 示 如 何 利用 5 个 不 同 的 多 聚 腺 苷 
酸化 位 点 产生 5 个 不 同 的 mRNA (此 图 只 是 示意 ， 
没有 按 缩放 比例 来 画 )。 回 顾 第 14 章 我 们 知道 ， 这 
些 成 熟 mRNA 中 每 个 都 是 由 3 个 相同 的 前 导 外 显 子 
剪接 到 不 同 编码 区 形成 的 。 每 个 转录 物 的 poly (A) 
连接 到 编码 区 的 3' 端 。 图 15. 13b 是 该 系统 中 两 个 不 
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图 15. 12 ”多 聚 腺 萌 酸 化 过 程 简 图 。(a) WH. 
第 一 步 是 切 开 可 能 仍 在 转录 过 程 中 的 转录 物 ， 
这 种 剪 切 常 发 生 在 RNA 的 末端 区 (绿色 )。 
(b) SARA ARE. poly (A) 聚合 酶 将 poly 
(A) 加 到 mRNA 的 3' 端 ,(c) BAY RNA 的 降 
解 ， 所 有 位 于 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 外 的 RNA《〈 红 
色 ) 都 被 降解 。 


同 的 关于 转录 终止 和 多 聚 腺 背 酸 化 之 间 关 系 的 假设 ; 
@ 转 录 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 下 游 立即 终止 ， 接 着 
发 生 多 聚 腺 苷 酸化 。 例 如， 如 果 基 因 A 正在 被 表 
达 ， 转 录 将 延续 到 基因 A 编码 区 的 最 末端 ， 然 后 转 
录 终止 ， 多 聚 腺 人 苷 酸化 就 在 该 3' 端 进行 ，@ 转 录 至 
少 要 进行 到 最 后 的 外 显 子 末端 ， 而 多 聚 腺 苷 酸化 可 
以 在 任意 的 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 发 生 ， 甚 至 在 整个 基 
因 转录 终止 之 前 。 

第 一 种 假说 认为 并 不 总 是 待 转录 进行 到 最 后 ， 
这 一 观点 很 容易 排除 。Nevins 和 Darnell 将 标记 的 从 
感染 晚期 细胞 中 合成 的 RNA 与 主要 晚期 区 不 同 区 
BRAY DNA 片段 进行 杂交 ， 如 果 第 一 个 基因 的 初级 
转录 物 在 第 一 个 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 后 停止 转录 ， 只 
有 最 后 一 个 基因 可 以 一 直 将 转录 进行 到 末端 ， 那 么 
大 多 数 RNA 应 该 与 主要 晚期 区 靠近 5 端的 DNA 片 
段 杂 交 ， 只 有 少量 与 靠近 3 端的 DNA 片段 杂交 。 
但 事实 上 RNA 能 均等 地 与 所 有 DNA 片段 杂交 。 它 
与 靠近 3' 端 和 靠近 5 端的 片段 都 能 很 好 地 结合 。 因 
此 ， 主 要 晚期 区 的 转录 一 旦 开始 ， 它 将 一 直 持续 转 
录 到 该 区 的 末端 才 终止 。 换 言 之， 主要 晚期 区 只 含 
有 一 个 终止 子 ， 且 位 于 该 区 的 最 后 面 。 为 此 ， 整 个 
晚期 区 可 以 被 称 为 一 个 转录 单位 〈transcription 
unit) ， 强 调 它 虽 含有 多 个 基因 ， 但 作为 一 个 整体 进 
行 转录 。Nevins 和 Darnell 继续 他 们 的 研究 以 证 实 剪 
切 和 多 聚 腺 苷 酸化 通常 发 生 在 转录 终止 之 前 。 

在 转录 物 被 前 切 和 发 生 多 聚 腺 苷 酸化 之 前 ， 转 
录 将 一 直 进行 且 远 远 超出 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 这 一 现 
象 看 起 来 很 浪费 ， 因 为 所 有 延伸 到 多 聚 腺 苷 酸化 位 
点 之 后 的 RNA 都 会 被 降解 掉 ， 没 有 丝毫 用 处 。 所 
以 问题 就 自然 而 然 地 产生 了 : 这 种 多 聚 腺 苷 酸化 方 
式 只 是 病毒 中 独 有 的 吗 ? 在 普通 细胞 转录 中 是 否 也 同 
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图 15. 13 


腺 病毒 主要 晚期 转录 物 的 合成 和 多 聚 腺 共 酸 化 的 两 个 假说 。(a) 腺 病毒 主要 晚期 转录 


单元 示意 图 。 黑 色 前 导 外 显 子 〈 包 括 帽 子 )， 编 码 区 用 不 同 颜色 表示 。 转 录 、 加 帽 、 多 聚 腺 苷 酸 
化 和 的 接 完成 后 ， 得 到 多 重 mRNA， 其 编码 区 末端 都 有 一 个 poly (A) (WE). 腺 病毒 主要 
晚期 mRNA 多 聚 腺 苷 酸化 的 两 个 假说 。 每 个 假说 只 考虑 第 一 个 基因 的 多 聚 腺 苷 酸化 。@ 转 录 在 
每 个 编码 区 的 末端 终止 ， 多 聚 腺 苷 酸化 在 这 些 位 点 发 生 ; 四 转录 继续 进行 到 主要 晚期 区 的 末端 ， 
初级 转录 物 被 剪接 、 多 聚 腺 苷 酸化 在 每 个 剪 切 位 点 发 生 。 


样 发 生 ? 为 了 回答 这 一 问题 ，Erhard Hofer 和 James 
Darnell 从 Friend (i #9 £1 É MIA Cerythroleukemia) 
细胞 中 分 离 出 带 有 标记 的 RNA， 这 种 细胞 已 被 二 甲 
AER (DMSO) 诱导 以 得 到 大 量 的 球 蛋 白 ， 因 此 
其 球 蛋白 基因 会 被 高 速 转录 。 他 们 用 标记 的 转录 物 
与 克隆 的 刀 # 球 蛋白 基因 及 其 下 游 区 域 的 所 有 DNA 
片段 杂交 (图 15. 14) 。 观 察 到 对 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 


广 


下 游 500bp 区 域 的 各 种 片段 的 杂交 信号 与 球 蛋 白 基 
因 内 部 各 种 片段 的 杂交 信号 一 样 强 。 这 说 明 转录 至 
DHE {iE Be BBR AE POAC AL AF Ut 500bp 的 位 置 。 进 
一 步 研究 发 现 转录 最 后 终止 在 下 游 甚至 更 远 的 区 域 。 
因此 ， 在 细胞 和 病毒 中 ， 转 录 显 然 都 远 远 地 延 伸 到 
了 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 之 后 。 


poly(A) 
t 


A$ 8 + 0-0 fF 


长 度 : 780 1070 


摩尔 数 0.23 1.06 
标准 差 +0.17 +0.17 


380 390 460 710 


1.07 0.84 1.04 0.93 
20.27 10.17 


+052 +0.21 


图 15.14 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 后 的 转录 。Hofer 和 Darnell 从 DMSO- 激 发 的 Friend 鼠 红 白 血 细胞 中 
提取 核酸 ， 并 把 它们 与 *P-UTP 共 饪 育 以 标记 连续 的 RNA， 主 要 是 球 蛋 白 的 premRNA。 然 后 把 
这 些 标记 的 RNA 与 DNA 片段 A~F 杂交 ， 这 些 片 段 的 大 小 和 位 置 在 图 上 部 列 出 。RNA 与 每 个 
片段 的 杂交 摩尔 浓度 以 及 对 应 的 标准 差 (SD〉 在 每 个 片段 的 下 面 标 出 。 在 物理 图 谱 中 内 含 子 以 红 
色 显示 ， 外 显 子 以 黄色 显示 (Source: Adapted from E. Hofer and J. E. Darnell, The primary trans- 
cription unit of the mouse -major globin gene. Cell 23: 586, 1981.) 
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多 聚 腺 普 酸 化 信号 
URSA RGR AR URRH K, 


而 只 是 与 转录 物 中 间 的 某 个 位 点 结合 ， 进 行 剪接 和 
多 聚 腺 苷 酸化 ， 那 么 这 个 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 又 是 怎 
样 吸引 多 聚 腺 苷 酸化 装置 的 呢 ? 对 于 这 个 问题 的 回 
答 取决 于 我 们 讨论 的 是 真 核 细 胞 还 是 病毒 。 先 来 看 
一 看 哺乳 动物 的 多 聚 腺 背 酸 化 信号 (polyadenylation 
signal), RE 1981 年 ， 分 子 生物 学 家 已 经 测定 了 许 
多 哺乳 动物 基因 的 序列 ， 发 现 这 些 序列 中 最 显著 的 
共同 特征 是 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 前 都 含有 20 一 30bp 
的 AATAAA 序 列 。 在 RNA 水 平 上 ， 大 多 数 哺乳 动 
物 mRNA 的 poly CA) 上 游 约 20nt 处 常 出 现 
AAUAAA 序列 。Molly Fitzgerald 和 Thomas Shenk 
通过 两 种 方式 测试 了 AAUAAA 序列 的 重要 性 。 首 
先 ， 他 们 删除 了 AAUAAA 与 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 之 
间 的 核 苷 酸 ， 然 后 测定 所 得 RNA 3 端的 序列 ， 发 现 
只 是 将 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 往 后 平移 了 大 致 与 删除 序 
列 等 同 长 度 的 距离 。 

这 一 结果 说 明 序列 AAUAAA 至 少 是 部 分 信号 ， 
(a) 
Pst! 


能 够 引起 下 游 约 20nt EMA RRE. MR 
样 ， 那 么 删除 这 些 序列 应 该 导致 多 聚 腺 苷 酸化 的 失 
败 。 他 们 用 Sl 实验 证 实 了 这 一 假设 。 首 先 ， 构 建 了 
一 个 重组 病毒 SV40 (命名 为 突变 体 1471)， 在 其 晚 
期 区 未 端 插入 相距 240bp 的 两 个 多 聚 腺 谷 酸 化 信号 。 
对 该 病毒 晚期 区 转录 物 的 3 端 做 Sl 实验 (第 5 章 ) 
显示 ， 有 两 个 相距 240bp 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 A 
15.15) [在 该 实验 中 可 以 忽略 poly (A), AWER 
与 探 针 杂交 ]j。 因 此 ， 两 个 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 都 发 挥 
了 作用 ， 暗 示 对 第 一 个 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 有 一 定 程 
度 的 通读 。 接 着 ， 他 们 分 别 删 除 第 一 个 AATAAA 
(突变 体 1474) 和 第 二 个 AATAAA (突变 体 1475), 
再 进行 SI 实验。 结果 显示 ， 删 除 AATAAA 之 后 ， 
AL ERAS HEAR RCA AS YEA, 证 明 AATAAA 
对 于 前 体 mRNA 的 多 聚 腺 苷 酸化 是 必需 的 。 当 然 ， 
我 们 马上 就 会 看 到 ， 这 只 是 哺乳 动物 多 聚 腺 苷 酸化 
信号 的 一 部 分 。 
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Æ 15.15 AAUAAA Æ IZS RRR ROEE, Fitzgerald 和 Shenk 构建 了 具有 如 下 特征 CF) 
的 重组 病毒 SV40: (a) 突变 体 1471 的 复制 区 含有 相距 240bp TAR ILA RE), AAS 
位 点 从 O. 14 延伸 至 0. 19 图 距 Cmap unit) E; 突变 体 1474 的 上 游 AATAAA 位 点 处 的 16bp 被 删除 〈 红 
色 )， 而 突变 体 1475 在 下 游 AATAAA 位 点 处 的 16bp 被 删除 (红色 )， 这 两 种 突变 导致 了 在 前 体 mRNA 
中 相应 的 AAUAAA 序列 的 缺失 。 然 后 进行 S1 分 析 ， 如 果 上 游 多 聚 腺 苷 酸化 信号 发 挥 作 用 ， 所 用 探 针 可 
产生 680nt 的 信号 ， 如 果 下 游 多 聚 腺 苷 酸化 信号 发 挥 作 用 则 得 到 920nt 的 信号 〈 蓝 色 箭头 ).(b) 实验 结 
果 。 泳 道 标注 ， 最 上 面 是 探 针 号 ， 下 面 是 RNA (或 模板 ) 。 泳 道 1: 野生 型 探 针 和 模板 ， 在 680nt 处 显示 
信和 号， 还 有 一 个 不 常见 的 假 信 号 ; 泳 道 5 一 8 为 没有 感染 的 阴性 对 照 。 每 个 泳 道 最 上 面 的 条 带 是 重新 复 性 
的 S1 探 针 ， 可 以 忽略 。 右 图 (b) 是 实验 结果 的 示意 图 ， 表 明 删 除 AAUAAA 导致 此 位 点 多 聚 腺 苷 酸化 
的 失败 。(Source: Adapted from Fitzgerald, M. and T. Shenk, The sequence 5'-AAUAAA-3' forms part of 
the recognition site for polyadenylation of late SV40 mRNAs. Cell 24 (April 1981) p. 257, f.7.) 


信号 序列 AAUAAA 是 不 变 的 吗 ? 或 者 说 它 具 
有 变异 耐 受 性 吗 ? 早期 研究 中 ， 人 为 设计 了 几 种 信 
号 序列 (AAUACA, AAUUAA, AACAAA 和 
AAUGAA)， 结 果 表 明 多 聚 腺 苷 酸化 不 允许 信号 序 


列 AAUAAA 发 生变 异 。 但 是 到 了 1990 年 ， 对 269 
HARDY cDNA 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 的 统计 发 现 ， 
这 些 天 然 信号 序列 存在 一 定 程度 的 变异 ， 特 别 是 第 
ZARR. Marvin Wickens 综合 分 析 这 些 资料 后 ， 
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证 实 了 一 段 多 聚 腺 苷 酸化 信号 的 保守 序列 (图 
15.16)， 即 在 RNA 水 平 ， 最 普遍 的 信号 是 
AAUAAA,， 它 启动 多 聚 腺 苷 酸化 最 有 效 。 最 常见 的 
变异 序列 是 AUUAAA， 启 动 的 多 依 腺 苷 酸化 效率 
只 有 AAUAAA 序列 的 80%。 而 其 他 变异 形式 更 为 
少见 ， 在 启动 多 聚 腺 苷 酸化 上 也 更 低 效 。 
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5.16 369 REF HERD My & RAR EF BR He HR AY 
结 。 保 守 序列 〈 以 RNA 形式 ) 在 顶部 给 出 ， 数 字 
表示 各 个 碱 基 出 现 的 频率 。 第 二 个 位 置 上 U 代替 
A 的 频率 高 达 12%， 所 以 单独 在 保守 序列 下 面 列 
出 。 接 下 来 所 列 的 是 不 同 信号 所 引起 的 多 聚 腺 苷 
酸化 效率 。 与 保守 序列 不 同 的 碱 基 以 大 号 蓝 色 标 
出 。 标 准 序列 AAUAAA 在 最 底部 给 出 ， 而 列 在 
它 上 面 的 是 最 常见 的 突变 体 AUUAAA, (Source: 
Adapted from Wickens, M. ，How the messenger 
got its tail: addition of poly (A) in the nucle- 
us. Trends in Biochemical Sciences, 15; 278, 
1990. ) 


现在 我 们 已 经 很 清楚 ， 信 号 序列 AAUAAA 本 
身 并 不 足以 启动 多 聚 腺 背 酸 化 。 否 则 ， 存 在 于 内 含 
子 中 的 许多 AAUAAA 序列 下 游 就 都 会 发 生 多 聚 腺 
苷 酸化 ,一些 研 究 者 发 现 ， 删 除 紧 接 多 聚 腺 苷 酸化 
位 点 下 游 的 序列 可 以 破坏 多 聚 腺 苷 酸化 的 发 生 。 基 
于 这 一 发 现 产生 了 如 下 猜测 ， 紧 接 多 聚 腺 苷 酸化 位 
点 下 游 的 序列 中 可 能 存在 多 聚 腺 苷 酸化 信号 的 另 一 
个 成 分 。 问 题 是 在 消 椎 动物 中 这 一 区 间 不 是 高 度 保 
守 的 ， 只 是 倾向 于 富 含 GU 或 U 而 已 。 

以 上 结果 表明 ， 有 效 的 多 育 腺 苷 酸化 信号 至 少 
应 该 包括 AAUAAA 及 其 随后 约 20bp 处 富 含 GU 或 
U 的 序列 。 为 了 验证 这 一 假设 ，Anna Gil 和 Nicho- 
las Proudfoot 对 兔 B- 球 蛋白 的 高 效 多 聚 腺 苷 酸化 信 
号 进行 了 检测 ， 这 个 信号 含有 AAUAAA 序列 ， 
24bp 之 后 是 一 个 富 GU 区 ， 之 后 又 紧 接着 一 个 富 U 
区 。 在 这 一 部 分 的 讨论 中 ,我们 仍 将 用 RNA 的 方 
式 来 表示 序列 〈 如 AAUAAA)， 尽 管 突变 肯定 是 在 
DNA 水 平 上 发 生 的 。 研 究 者 首先 在 天 然 多 聚 腺 苷 酸 
化 信号 的 上 游 插 和 一 个 相同 拷贝 的 多 聚 腺 苷 酸化 信 
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号 ,然后 用 Sl 分 析 法 在 这 两 个 位 点 上 检测 突变 体 
(3 号 克隆 ) 的 多 育 腺 苷 酸化 。 结 果 发 现 突变 体 在 新 
位 点 的 多 聚 腺 苷 酸化 速度 是 原 位 点 的 90 名。 证 明 新 
插 人 的 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 是 有 活性 的 。 接 着 ， 他 们 
将 新 插入 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 区 〈 位 于 上 游 ) 内 的 
35bp 富 含 GU 和 U 的 序列 删除 掉 ， 构 建 了 一 个 新 的 
突变 体 [2 (v) 克隆 ]。 结 果 在 新 位 点 的 多 聚 腺 苷 酸 
化 过 程 被 破坏 ， 再 次 证 明 这 个 富 GU 和 U 的 35bp 
片段 是 多 聚 腺 苷 酸化 信号 中 十 分 重要 的 一 部 分 。 

为 了 确定 最 短 的 有 效 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 ， 研 究 
者 在 克隆 2 Cv) 上 加 上 各 种 序列 测试 其 多 聚 腺 苷 酸 
化 的 活性 。 研 究 发 现 ， 单 独 富 GURA U 序列 本 身 
并 不 能 组 成 一 个 有 效 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 ; GT 克 
ERA GU 区 ， 但 只 有 野生 型 30% 的 活性 。A-T 克 
隆 有 富 U 区 ， 也 只 有 正常 活性 的 30%。 另 外 ，GU/ 
U 区 的 位 置 十 分 重要 。 在 C-GT/T 克隆 中 ，AATA- 
AA 片段 下 游 的 GU/U 往 3 端 平移 了 16bp， 结 果 多 
聚 腺 苷 酸化 活性 还 不 到 正常 的 10%。 再 则 ， 富 GU 
MA U 区 之 间 的 间距 也 十 分 重要 。GT-T 克隆 同时 
RHA GU KMA U 区 ， 只 是 它们 之 间 的 距离 增加 
了 Shp, RHE REAR TT RICA TE RAT IE AY 30%. 
Wie, AAS R BE RF A A G ARA IED 
AAUAAA, 接着 是 23 一 24bp 之 后 的 富 GUK., M 
紧 接 其 后 是 富 U 区 。 

植物 和 酵母 的 mRNA 也 进行 多 聚 腺 背 酸化 , 但 
它们 的 多 聚 腺 苔 酸化 信号 与 消 椎 动物 的 不 同 。 醇 母 
基因 通常 在 多 聚 腺 萌 酸化 位 点 附近 缺少 AAUAAA 
序列 。 WKE, BRT te SAR AP AR IE ALE ET 
个 富 AU Hb FARE SA IRE BE 19 AR RA et E 
得 出 一 个 固定 模式 。 在 植物 基因 的 适当 位 置 可 能 具 
有 AAUAAA 序列 ， 删 除 该 序列 可 以 阻止 多 聚 腺 背 
酸化 。 但 是 植物 和 动物 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 并 不 一 
样 。 花 椰 菜 嵌 纹 病毒 的 单 碱 基 替 换 不 像 在 消 椎 动物 
中 会 引起 多 聚 腺 苷 酸化 的 降低 。 另 外 ， 把 动物 基因 
的 多 聚 腺 背 酸 化 信号 接 在 植物 基因 的 末端 不 能 发 挥 
作用 。 

小 结 A FLEA H E AREEN AE E E 
该 是 在 其 前 体 mRNA h E EE r E 
约 20nt 处 有 一 个 AAUAAA 序列 ; 之 后 23 ~ 
24bp 处 有 一 个 富 GU K, 再 紧 接 一 个 富 U 区 。 
这 些 区 域 会 有 一 定 的 变异 ， 从 而 导致 多 涌 腺 苷 酸 
化 效率 的 变化 。 植 物 的 多 到 腺 攻 酸 化 信号 通常 也 
具有 AAUAAA 序列 ,只 是 这 个 序列 在 植物 中 比 
动物 中 有 更 高 的 变异 性 。 酵 母 的 多 依 腺 背 酸 化 信 
号 更 为 不 同 其 中 很 少 包含 AAUAAA 序列 。 


前 体 mRNA 的 剪 切 和 多 聚 腺 音 酸 化 
通常 所 说 的 多 涌 腺 昔 酸 化 实际 上 包括 RNA 的 


剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 两 个 过 程 。 这 一 节 我 们 先 简要 
讨论 剪 切 反应 中 所 涉及 的 因子 ， 然 后 详细 讨论 多 聚 
腺 苷 酸化 反应 。 

前 体 mRNA 的 剪 切 (cleavage) ES RARE 
化 之 前 ， 哺 乳 动物 前 体 mRNA 的 剪 切 需要 一 些 蛋白 
质 的 参与 。 其 中 ， 最 初 命名 为 “ 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸 
化 因子 (CPF)”"， 现 在 称 为 剪 切 和 多 聚 腺 背 酸 化 特 
异性 因子 (cleavage and polyadenylation specificity 
factor, CPSF) (3k Si Xt 2 FR BRE RR Ae TE N. 
交 联 实验 证 实 该 蛋白 质 与 AAUAAA 信号 结合 。 
Shenk 及 同事 在 1994 年 报道 了 另外 一 个 参与 识别 多 
聚 腺 苷 酸化 位 点 的 因子 一 一 剪 切 激活 因子 (cleavage 
stimulation factor，CstF) 。 根 据 交 联 反应 结果 ， 该 
因子 结合 到 G/U 区 域 。 因 此 ，CPSF 和 CstF 结合 到 
剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 两 侧 。 其 中 单个 因子 的 
结合 不 稳定 ， 两 个 因子 一 起 才 可 以 协同 稳定 地 结合 。 

剪 切 反应 中 所 必需 的 另 一 对 RNA 结合 蛋白 是 
剪 切 因子 (cleavage factor 1, CFD MWYHAF II 
(CFID. 。 此 外 ，poly (A) 聚合 酶 本 身 很 有 可 能 也 是 
剪 切 所 必需 的 ， 因 为 多 聚 腺 背 酸 化 紧 接 在 剪 切 之 后 。 
事实 上 ， 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 之 间 的 偶 联 非常 紧密 ， 
几乎 检测 不 到 切 下 来 还 没有 发 生 多 聚 腺 苷 酸化 
的 RNA, 

另 一 个 与 前 切 反应 密切 相关 的 蛋白 质 是 RNA 
RAMI. HARR, h RNA 聚合 酶 I 体外 合成 
的 RNA BY LABELED Hh INO. DYER AAS AR RAL, 
而 由 RNA RAI A II 合成 的 RNA 却 不 行 。 事 实 
上 ， 即 使 由 RNA REM ARH RNA, MEJE 
大 亚 基 缺 少 羧 基 末 端 域 〈carboxyi-terminal domain, 
CTD)， 这 些 RNA 也 不 能 有 效 地 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸 
化 ， 表 明 CTD 可 能 以 某 种 方式 参与 RNA 的 剪 切 和 
SRM MRL. 

1998 年 Yutaka 和 James Manley 证 明 ，CTD 可 
激发 剪 切 反应 ， 而 且 这 种 激发 不 依赖 于 转录 过 程 。 
首先 ， 在 其 他 所 有 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 因子 存在 的 
情况 下 ， 他 们 测试 了 磷酸 化 和 未 磷酸 化 的 聚合 酶 I 
(HO ALTA, 第 10 章 ) 激活 剪 切 的 能 力 ， 然 后 分 别 
用 CPSF, CstF, CFI, CFII, poly (A), K @ i 
TA RRAN IO FF” P 标记 的 腺 病毒 L3 的 pre 
mRNA。 孵 育 之 后 ， 电 泳 产 物 ， 并 通过 放射 自 显影 
确定 前 体 mRNA 是 否 在 正确 位 置 被 前 切 。 图 15. 17 
是 实验 结果 ， 即 聚合 酶 IIA MRAN IO 都 可 以 激 
发 前 体 mRNA 的 正确 剪 切 ， 并 得 到 预期 大 小 的 5 和 
3 的 片段 。 

为 了 验证 聚合 酶 I 的 CTD 是 激发 剪 切 的 重要 
成 分 ，Hirose 和 Manley 把 CTD 与 GST 融合 表达 
《第 4 章 )， 然 后 用 GST 亲 和 层 析 纯 化 融合 蛋白 。 对 
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图 15.17 RNA 聚合 酶 IIA 和 NO HRS EAT 
酸化 mRNA 体外 剪 切 的 影响 。Hirose 和 Manley 
制备 了 一 个 部 标记 的 腺 病毒 L3 前 体 mRNA， 并 
把 它 与 所 有 剪 切 和 多 聚 腺 荐 酸 化 因子 [CPSF、 
CstF, CFI, CFI 和 poly (A) RAN] — EM 
育 ， 并 在 其 中 分 别 加 上 如 图 所 示 的 RNA RA N 
TDA、1O、 无 蛋白 〈 一 )、 纯 化 的 HeLa 细胞 SR 
蛋白 〈 各 种 蛋白 质 的 量 是 纳 克 级 的 )， 然 后 电泳 
RNA 产物 并 放射 自 显影 检测 。 结 果 显 示 ， 前 体 
mRNA 的 3 和 5 剪 切 位 点 都 是 正确 的 ，RNA R 
合 酶 TIA H NO 都 可 以 激发 premRNA 3' 端 和 5/ 
端的 正确 前 切 。(Source，Hirose，Y.and Manley, 
J. RNA polymerase II is an essential mRNA polya- 
denylation factor. Nature 395 (3 Sep 1998) f. 2, 
P. 944. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


部 分 融合 蛋白 的 CTD 进行 磷酸 化 处 理 ， 并 在 腺 病毒 
L3 的 前 体 mRNA 前 切实 验 中 测定 磷酸 化 和 未 磷酸 
化 融合 蛋白 的 作用 。 图 15. 18 A) 中 显示 磷酸 化 
和 未 磷酸 化 的 CTD 都 可 以 激发 剪 切 ， 但 是 磷酸 化 
CTD 的 作用 比 未 磅 酸化 的 约 强 5 倍 。 这 是 合理 的 ， 
因为 在 聚合 酶 IO 中 CTD 是 以 磷酸 化 形式 存在 并 实 
施 转录 的 。 但 在 图 15. 17 中 ， 用 完整 RNA RAN 11 
进行 反应 ，CTD 有 无 磷酸 化 对 多 聚 腺 苷 酸化 没有 影 
响 ， 其 原因 还 不 清楚 。 

如 果 CTD 是 激发 前 体 mRNA 剪 切 的 主要 因素 ， 
MARAN IB RAN IIA 的 水 解 产 物 ) 在 缺少 
CTD 的 情况 下 应 该 不 能 激发 剪 切 反应 。 几 15. 18 
GD 中 的 结果 确实 如 此 。 因 此 ，RNA RAN I, 
尤其 是 CTD， 看 来 是 多 聚 腺 苷 酸化 之 前 前 体 mRNA 
有 效 剪 切 所 必需 的 。 图 15. 19 显示 前 切 前 结合 到 前 
体 mRNA 上 的 蛋白 质 复 合体 。 
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HH 15.18 RpBICTD 对 前 多 聚 腺 苷 酸化 mRNA 体外 剪 切 的 影响 。Hirose 和 Manley 把 标记 的 
前 体 mRNA 与 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 因子 一 起 饰 育 ， 并 按 图 15. 17 测定 剪 切 反应 。 如 右 图 所 
示 ， 在 剪 切 反应 中 加 入 磷酸 化 的 、 未 磷酸 化 的 GST-CTD 融合 蛋白 或 单独 的 GST。 如 左 图 所 
示 ， 在 剪 切 反应 中 加 入 RNA 聚合 酶 IB 或 IIO。 磷 酸化 CTD 比 未 磷酸 化 CTD 能 更 有 效 地 激 
RWIE. Z CTD 的 RNA 聚合 酶 IIB A fle WA R A HF AR AL Bz I. (Source: Hirose, 
Y. and Manley, J. RNA polymerase II is an essential mRNA polyadenylation factor. Nature 395 
(3 Sep 1998) f.3, p. 94. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 
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图 15.19 剪 切 复合 体 前 体 模型 。 模 型 展示 了 所 有 
可 能 参与 剪 切 的 蛋白 质 的 位 置 以 及 多 聚 腺 苷 酸化 信 
号 的 两 个 部 分 〈 绿 色 和 黄色 ) MHLE. (Source: 
Adapted from Wahle, E and W. Keller, The bio- 
chemistry of polyadenylation, Trends in Biochemical 
Sciences 21 [1996] pp. 247-250, 1996. ) 


hi BRR ALM RABE NT mRNA 
MDT IAD VIS RRR. EAL 
中 剪 切 反应 的 发 生 需 要 CPSF, CstF, CFI, 
CFII, poly (A) RAWA RNA RAMI (尤其 
是 Rpbl 亚 基 中 的 CTD). 


多 聚 腺 昔 酸 化 反应 的 起 始 ”一 旦 前 体 mRNA 在 

其 AAUAAA 基 序 下 游 被 剪 切 后 ， 就 可 以 分 两 个 阶 

段 进 行 多 聚 腺 苷 酸化 。 首 先是 起 始 ， 该 阶段 依赖 于 

信号 序列 AAUAAA， 给 前 体 mRNA 缓慢 加 上 至 少 
+ 408 + 


10 个 A。 第 二 个 阶段 是 延伸 ， 该 阶段 不 依赖 信号 序 
列 AAUAAA， 而 是 依赖 第 一 个 阶段 加 上 去 的 寡人 聚 
A, 该 阶段 迅速 地 在 RNA 尾部 加 上 200 个 甚至 更 多 
的 A。 我 们 先 从 起 始 阶段 开始 介绍 。 

严格 地 讲 ， 所 谓 的 “多 聚 腺 苷 酸化 信号 ”实际 
上 是 一 种 剪 切 信号 ， 吸 引 剪 切 酶 在 AAUAAA 下 游 
约 20nt 处 剪 切 RNA, TS RAR TT ARIE, BRIE TE BY 
切 酶 产生 的 S REMER A, SURE EAR REI 
WES. SAAAM MARES RRM 
前 切 去 了 下 游 的 部 分 信号 〈 富 GU 区 和 富 U 区 ) 。 

是 什么 信号 引起 了 多 聚 腺 昔 酸 化 反应 呢 ? 答案 
似乎 是 AAUAAA 及 紧 跟 其 后 的 至 少 8nt HRE. 
之 所 以 得 出 这 个 结论 是 因为 人 工 合成 的 含有 
AAUAAA HERRER CAAT Lint) 在 体外 能 够 
MARR TM. IFA RNA 末端 与 AAUAAA 之 
间 的 最 适 长 度 是 8nt。 

为 了 在 体外 研究 多 聚 腺 苷 酸化 过 程 ， 有 必要 将 
多 育 腺 苷 酸化 从 和 剪 切 反 应 中 分 离 出 来 。 分 子 生物 学 
家 用 带 有 标记 的 、 短 的 ， 且 在 离 3 端 至 少 8nt 处 有 
AAUAAA 序列 的 RNA 实现 了 这 一 点 。 这 些 底 物 可 
以 模拟 已 经 被 剪 切 的 、 将 要 被 多 聚 腺 苷 酸化 的 前 体 
mRNA。 用 于 检测 多 聚 腺 苷 酸化 的 实验 是 电泳 分 析 
标记 的 RNA, 如果 RNA 已 经 加 上 了 poly (A), È 
就 会 变 大 ， 电 泳 时 会 移动 得 缓慢 。 各 种 不 同 大 小 的 
片段 也 会 被 连续 地 分 离开 来 ， 因 为 poly (A) 尾 的 
长 度 在 不 同 的 分 子 内 有 所 不 同 。 在 这 一 节 里 ， 我 们 


EA “SRR” 这 一 术语 表示 在 这 种 模型 底 物 
RNA 的 3' 端 添加 poly (A). 

图 15. 20 展示 了 Marvin Wickens 及 同事 如 何 通 
过 实验 来 研究 多 聚 腺 苷 酸化 所 必需 的 两 个 成 分 : 
poly (A) 聚合 酶 和 特异 性 因子 。 现 在 我 们 已 经 知 
道 这 个 特异 性 因子 就 是 CPSF。 在 底 物 浓度 较 高 时 ， 
poly (A) 聚合 酶 催化 poly (A) 添加 到 任何 RNA 
的 3' 端 ， 而 当 底 物 浓度 较 低 时 ，poly (A) RAN 
就 不 能 进行 多 聚 腺 苷 酸化 ( 泳 道 1)。 可 以 识别 
AAUAAA 信号 的 CPSF 也 不 能 独自 完成 加 尾 Ck 
道 2)。 但 是 两 者 一 起 加 入 ， 就 能 使 底 物 多 聚 腺 苷 
酸化 ( 泳 道 3)。 泳 道 4 中 显示 存在 异常 信号 序 
列 AAUCAA 时 ， 混 合 物 不 能 引起 多 聚 腺 苷 酸化 
反应 。 

他 们 还 用 不 同 的 模型 RNA 作为 加 尾 底 物 进行 
实验 ， 证 明 多 聚 腺 苷 酸化 本 身 包含 两 个 阶段 。 第 一 
种 RNA 是 SV40 晚期 mRNA 末端 的 58nt 序列 ， 其 
中 含有 AAUAAA 信和 号， 与 图 15. 20 中 用 到 的 相同 。 
第 二 种 RNA 是 在 第 一 种 RNA 的 3' 端 加 了 40 个 A 
[ 短 poly (A)]。 第 三 种 RNA 是 在 第 一 种 RNA 的 3 
端 加 了 载体 分 子 上 的 40 REAR, MEEA poly 
《A)。 同 时 ， 他 们 还 合成 了 另 一 组 的 3 个 底 物 ， 其 
中 序列 AAUAAA 被 AAGAAA 代替 。 

Sheets 和 Wickens 用 各 种 底 物 与 HeLa 细胞 的 
细胞 核 提取 物 进行 标准 的 多 育 腺 苷 酸化 反应 。 在 图 
15. 21 中 ， 泳 道 1 一 4 显示 提取 物 能 够 使 正常 的 带 有 
AAUAAA 信号 的 模型 底 物 多 育 腺 苷 酸化 。 泳 道 5 一 
8 显示 末端 有 40 个 A〈Aw) 的 模型 底 物 也 可 以 被 
多 聚 腺 苷 酸化 ， 但 底 物 的 放射 性 强度 较 弱 ， 且 提取 
物 不 能 将 未 含 40 个 A 的 底 物 (Xoo) ERREFE. 
泳 道 13 一 16 证 明 提取 物 不 能 使 含 异 常 信号 AA- 
GAAA HÈ poly (A) 的 底 物 多 聚 腺 苷 酸化 。 泳 道 
17 一 20 显示 了 最 重要 的 一 点 ， 提 取 物 能 够 使 含有 异 
常 信号 AAGAAA 且 在 末端 有 40 个 A 的 底 物 多 聚 腺 
苷 酸化 。 因 此 ， 只 要 加 上 A+ A, SRAM 
不 再 依赖 于 AAUAAA 信和 号， 但 是 这 些 外 加 的 核 苷 
酸 必须 是 多 聚 腺 苷 酸 。 泳 道 21 一 24 显示 带 有 一 个 异 
常 信号 的 Xe 底 物 不 能 被 多 聚 腺 苷 酸化 。 

他 们 进一步 研究 发 现 ， 能 够 抑制 AAUAAA 突 
变 效应 的 最 短 poly (A) 为 9 个 A, 但 是 10 个 A 作 
用 会 更 好 。 由 此 得 出 如 下 假设 : 在 前 体 mRNA 剪 切 
后 ， 多 聚 腺 苷 酸化 反应 依赖 于 AAUAAA 信号 和 
CPSF， 直 到 poly (A) 达到 约 10 个 A， 随 后 的 多 聚 
腺 苷 酸化 不 再 依赖 于 AAUAAA 和 CPSF， 而 是 依赖 
于 RNA 3' 端 的 poly (A) 尾 。 

如 果 CPSF 能 够 识别 多 聚 腺 苷 酸化 信号 
AAUAAA, 那么 CPSF 应 该 结合 到 前 体 mRNA 的 
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Æ 15.20 poly (A) 聚合 酶 和 特异 性 因子 的 分 离 。 
Wichens 小 组 通过 DEAE- 琼 脂 糖 层 析 法 分 离 了 He- 
La 细胞 的 poly (A) 聚合 酶 和 特异 性 因子 。 该 聚合 
酶 在 100mmol/L 的 盐 溶 液 中 稀释 ， 所 以 称 为 DE- 
100 组 分 。 特 异性 因子 在 600mmol/L 的 赴 溶 液 中 
稀释 ， 所 以 称 为 DE-600 组 分 。 通 过 人 工 合成 带 有 
标记 的 、SV40 晚期 mRNA 的 一 58 到 十 1 BOE ME 
物 ， 测 定 分 离 活 性 。 把 这 两 部 分 一 起 或 分 开 与 底 物 
KATP BRE, UTI, BABB, HK 
AOE LE ATF. ELENE RE 
化 产物 在 图 左 侧 标 出 (Source; Bardwell, V. J. , 
D. Zarkower, M. Edmonds, and M. Wickens, The 
enzyme that adds poly (A) to mRNAs is a classical 
poly (A) polymerase. Molecular and Cellular Biol- 
ogy 10 (Fed 1990) p.847, f. 1. American Society 
for Microbiology. ) 


信号 序列 上 。Walter Keller 小 组 通过 凝 胶 阻 滞 实 验 
和 RNA- 蛋 白质 交 联 实验 直接 证 实 了 这 一 点 。 图 
15. 22 是 两 个 实验 的 结果 。 图 15. 22a 是 CPSF 结合 
到 被 标记 的 、 含 AAUAAA 信号 序列 的 RNA 上 ， 
但 是 对 同样 的 RNA， 如 果 信 号 序列 AAUAAA 中 的 
突变 为 G， 则 不 能 和 CPSF 结合 。 图 15. 22b 表明 
含有 序列 AAUAAA fH) Se BEF METJ 45 CPSF 制 
备 液 中 的 两 个 多 肪 进行 35kDa 和 160kDa) 交 联 。 
当 含有 未 标记 的 、 带 有 AAUAAA 信号 的 竞争 RNA 
时 ， 这 些 复合 物 不 能 形成 。 带 有 AAGAAA 信号 的 
竞争 RNA 没有 这 种 竞争 能 力 。 所 有 结果 都 支持 
CPSF 直接 结合 到 AAUAAA 基 序 上 这 一 结论 。 
小 结 与 新 生 mRNA 3 ' 端 类 似 的 短 RNA 能 
够 被 多 聚 腺 背 酸 化 。 剪 切 底 物 的 最 佳 多 聚 腺 萌 酸 
化 起 始 信号 是 AAUAAA 及 其 后 连接 的 至 少 8 个 
HMR. 一旦 poly (A) 达到 10nt， 接 下 来 的 多 
RRS RICA RHO F (8S AAUAAA， 而 是 
依赖 于 poly (A) AS. SSSR 
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5.21 多 聚 腺 苷 酸化 分 两 个 阶段 的 证 明 。Sheets 和 Wickens 以 HeLa 细胞 核 提 取 物 用 下 列 标 
记 的 底 物 进行 多 聚 腺 苷 酸化 反应 。@ 含 有 SV40 晚期 mRNA 3 端 序列 的 标准 58nt 底 物 ， 用 黑 框 
表示 ; OHA 40nt poly (A) 的 同样 RNA， 黑 框 Aw 表示 ; OE 3 端 有 40nt 载体 序列 的 同样 
RNA， 黑 框 Xo 表 示 。 在 底 物 1 一 3 中 异常 信号 序列 AAGAAA 代替 AAUAAA,， 用 黑 框 标 白色 
X 表示 。 对 每 种 底 物 有 4 个 不 同 的 反应 时 间 ， 每 个 泳 道中 所 含 底 物 在 泳 道上 方 标 出 ， 底 物 和 产 
物 的 迁移 位 置 在 左边 标 出 , (Source: Sheets and Wickens. Two phases in the addition of a poly 
(A) tail. Genes & Development 3 (1989) p. 1402, f. 1. Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 
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W 15.22 CPSF 结合 到 AAUAAA 基 序 上 。(a) KERER. Keller Fi AIC MIR A MS 
poly (A) RAM (PAP) 和 不 同 浓度 的 CPSF RE. SFA USER BCH REP A AAUAAA 序 
列 ， RA SR REP BA AAGAAA 序列 ， 对 照 中 不 含有 任何 外 加 蛋白 质 。CPSF 可 以 和 野 
生 型 形成 复合 物 但 不 能 和 突变 型 形成 复合 物 。 图 上 部 箭头 所 示 条 带 为 残留 在 胶 上 部 的 物质 ， 而 非 
特异 性 条 带 。(b) EEMI RHAH HE ERA SDS-PAGE 分 析 。 用 紫外 光照 射 显 示 Ca) 中 蛋 
RS SER RINSE, REE SDS-PAGE 胶 上 电泳 ， 大 条 带 分 别 出 现 在 35kDa 和 160kDa 处 。 
(Source; Keller, W., S. Bienroth, K. M. Lang, and G. Christofori, Cleavage and polyadenylation 
factor CPF specifically interacts with the pre-mRNA 3’ processing signal AAUAAA. EMBO Journal 
10 (1991) p. 4243, £2.) 


过 程 的 两 个 蛋白 质 是 poly (A) 聚合 酶 和 结合 到 
AAUAAA 基 序 上 的 CPSF。 
poly (A) 的 延伸 ”我 们 知道 ，10nt 或 更 长 已 起 
始 poly (A) 链 的 延伸 不 再 依赖 于 CPSF。 然 而 ， 纯 
化 的 poly CA) 聚合 酶 本 身 并 不 能 高 效 地 结合 并 延 
+ 410+ 


伸 poly (A)。 这 暗示 还 有 另外 一 个 特异 性 因子 ， 能 
够 识别 已 起 始 合成 的 poly (A) 序列 并 指导 poly 
(A) 聚合 酶 延伸 。Elmar Wahle 纯化 了 一 个 具有 这 
种 特征 的 poly (A) 结合 蛋白 。 

图 15. 23b 是 纯化 poly (A) 结合 蛋白 最 后 一 步 


所 得 组 分 的 PAGE 结果 ， 图 中 可 以 看 到 一 个 较 大 的 
49kDa 的 多 肽 和 一 个 较 小 的 多 肽 。 由 于 后 一 条 带 的 
丰 度 在 不 同样 品 中 不 同 ， 在 一 些 制备 液 中 甚至 看 不 
到 ，Wahle 认为 这 个 小 分 子 多 肽 不 是 poly (A) 结合 
蛋白 。 通 过 硝酸 纤维 素 滤 膜 结合 实验 测定 49kDa 部 
分 的 poly (A) 结合 能 力 〈 图 15. 23a) ， 结 果 显 示 其 
poly (A) 结合 活性 与 其 含量 正 相关 。 接 着 他 又 测试 


了 49kDa 多 肽 在 poly CA) 聚合 酶 和 CPSF 存在 时 
对 多 到 腺 苷 酸化 反应 的 激活 能 力 。 结 果 再 次 显示 其 
poly (A) 结合 活性 与 49kDa 多 肽 的 含量 正 相 关 。 
因此 ，49kDa 多 肽 是 一 种 poly (A) 结合 蛋白 , 与 
此 前 在 细胞 质 中 发 现 的 70kDa poly (A) 结合 蛋白 
(PAB DD 不 一 样 ，Wahle 将 其 命名 为 poly (A) 结合 
ÆA II [poly (A) -binding protein Il, PABI], 
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图 15.23 poly (A) 结合 蛋白 的 纯化 。(a) 结果 总 结 。Wahle 利用 Sephadex G-100 对 poly (A) 结合 蛋白 
进行 凝 胶 过 滤 层 析 纯 化 。 用 3 个 参数 分 别 对 G-100 柱 的 分 离 组 分 数 作 图 。 红 色 代表 由 过 滤 结合 实验 得 出 的 
poly CA) 结合 活性 。 绿 色 代 表 多 聚 腺 苷 酸化 的 激活 活性 〈 图 c)。 蓝 色 代表 蛋白 质 浓度 。“void” 表 示 空 柱 
体积 洗 脱 蛋白 ， 这 些 大 蛋白 质 不 能 进入 凝 胶 颗 粒 的 孔隙 中 .(b) SDS-PAGE 分 析 。 把 (a) 中 G-100 柱 得 
到 的 蛋白 质 进 行 SDS-PAGE 并 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 ,实验 中 所 用 标准 分 子 的 大 小 在 左边 标 出 。49kDa 多 肽 
(32~35) 在 poly (A) 结合 活性 和 激发 多 聚 腺 苷 酸化 活性 达到 最 高 点 时 ， 其 浓度 也 达到 最 大 。(c) ERR 
苷 酸化 激活 活性 实验 。 把 G-100 柱 上 收集 的 每 一 部 分 加 到 标记 L3 前 体 RNA 的 标准 多 聚 腺 芽 酸 化 反应 体 
系 中 。 泳 道 1 仅 含 底 物 不 含 poly (A) HABE. poly (A) 大 小 的 增加 显示 了 poly (A) 结合 蛋白 的 激发 活 
性 ， 这 一 活性 在 32 一 35 间 达 到 最 高 。 (Source; Wahle, E., A novel poly (A) -binding protein acts as a 
specificity factor in the second phase of messenger RNA polyadenylation. Cell 66 (23 Aug 1991) p.761, 
f. 1. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


像 CPSF 一 样 ，PABII 也 能 激发 模型 底 物 的 多 č 段 ， 而 不 是 起 始 阶段 起 作用 。 如 果真 是 这 样 ， 那 么 
RREME, (HERA poly (A) 而 不 是 AAUAAA ”其 底 物 偏爱 性 就 应 该 与 CPSF 不 同 。 具 体 说 ， 它 只 
信号 序列 。 说 明 PABI 是 在 多 聚 腺 苷 酸化 的 延伸 阶 “激发 那些 已 经 有 poly (A) 尾 的 RNA HERRE 
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化 ,而 不 激发 那些 不 含 poly (A) HAH RNA. 图 
15. 24 所 示 的 结果 证 实 了 这 一 点 。 图 15. 24a 显示 无 
poly (A) 的 RNA (L3 的 前 体 mRNA) 能 够 被 poly 
CA) 聚合 酶 (PAP) 和 CPSF 多 聚 腺 苷 酸化 ， 但 不 
能 被 PAP 和 PABII 多 聚 腺 苷 酸化 。 而 PAP 与 
CPSF、PABII 一 起 能 使 这 个 底 物 多 聚 腺 苷 酸化 得 最 
好 。 可 以 推测 ，CPSF 作为 多 聚 腺 苷 酸化 反应 的 起 


始 因子 ， 一 旦 底 物 被 加 上 一 段 poly (A)，PABII 接 
着 就 能 指导 底 物 的 多 聚 腺 苷 酸化 ， 并 且 比 CPSF 做 
得 更 好 。 可 以 预测 ， 如 果 L3 前 体 底 物 的 信号 序列 
AAUAAA 突变 为 AAGAAA,， 则 任何 多 聚 腺 苷 酸化 
因子 的 组 合 都 不 能 使 其 多 聚 腺 并 酸化， 因为 多 聚 腺 
苷 酸化 的 起 始 依赖 于 CPSF, mi CPSF 依赖 于 
AAUAAA 序列。 
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图 15.24 CPSF 和 PABI {RHR SRRG RLM. (a) 缺乏 poly (A) 的 RNA MARAT MR 
化 。 在 RNA 和 底部 所 示 蛋 白质 存在 时 ， 进 行 多 聚 腺 苷 酸化 反应 。L3-pre 是 带 有 信号 序列 AAUAAA 的 
标准 底 物 RNA。1.3-preA 中 除了 AAUAAA 突变 为 AAGAAA 外 ， 其 他 都 与 L3-pre 一 样 。 没 有 CPSF 帮 
Bh, PABII 不 能 指导 L3 pre 的 多 聚 腺 苷 酸化 .(b) SABER A 的 RNA HARARE RIL. BRT RAY 
3’ THERE A 外 ， 其 他 条 件 都 与 a) 一 样 ， 这 就 允许 PABI 能 够 在 缺乏 CPSF 及 底 物 信号 AAUAAA 
突变 情况 下 仍然 能 起 作用 。 两 个 图 的 左边 第 一 道 和 右边 最 后 一 道 都 是 标准 分 子 .(Source: Wahle, E., A 
novel poly (A) -binding protein acts as a specificity factor in the second phase of messenger RNA polyade- 
nylation. Cell 66 (23 Aug 1991) p.764, f. 5. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


图 15. 24b 显示 同样 带 有 poly (A) 尾 的 RNA 
在 不 同 反应 体系 下 的 不 同行 为 。 它 能 够 在 PAP 与 
CPSF 或 PABII 组 合 时 被 PAP ERRER. AP 
现象 是 合理 的 ， 因 为 该 底 物 带 有 能 被 PABII 识别 的 
poly A)。 今 人 感 兴趣 的 是 ， 当 这 两 个 因子 结合 在 
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一 起 时 会 使 底 物 更 好 地 多 聚 腺 苷 酸化 。 这 也 提示 了 
在 延伸 阶段 PAP 能 够 直接 或 间接 地 和 这 两 个 因子 相 
互 作用 。 图 15. 24b 证 实在 缺乏 CPSF 时 ， 只 要 一 开 
始 RNA RARR A, PABI 就 能 够 指导 带 有 突变 
AAGAAA 序列 的 RNA 进行 有 效 的 多 聚 腺 苷 酸化 。 


这 种 情况 也 是 合理 的 ， 因 为 寡 聚 A 为 PABII 提供 了 
识别 位 点 ， 使 其 不 再 依赖 CPSF 和 AAUAAA 信号 
序列 。 图 15. 25 是 一 个 多 聚 腺 苷 酸化 起 始 和 延伸 的 因子 
模型 。 在 起 始 阶段 ， 最 佳 活性 需要 PAP, CPSF, 


表 15. 2 哺乳 动物 细胞 3 BANS RAS 
苷 酸化 所 需 的 因子 


多 肽 /kDa 特点 


5 
CaF, CF, ARATA | RU RT a 
SRR LiL A MA AAUAAA 和 G/U 富 集 
区 , TH HE IE AR HR He OY SE AB BL AG BE PAP, Benen 160 pee 
PABI 和 至 少 10nt 长 的 polyA)。 这 一 阶段 还 可 以 子 (CPSF) PAP 和 CstF 相互 作用 
被 CPSF 加 强 。 表 15.2 列 出 了 所 有 这 些 蛋 白质 因子 w 
及 其 结构 与 功能 。 7 
poly(A) 位 点 2 
pears ae WOMBAF 7 RSG! FETH 
aE (CstF) 结合 并 与 CPSF 相互 作用 
64 
(a)| MAKAR 50 
68 与 ` RNA 
waongee BONA! paii ne TEAN 
酸化 特异 因子 eee % 
25 
(b) DDAF 未 知 。 仅 参 与 前 切 
polyA) ccnp 
RNARAMI Fe RSW 
3 99 (特别 是 CTD) 
© poly (A) 结合 。 49 ERE poly CAD 的 延伸 ， 
386 0 (PABID 与 延伸 的 poly CA) 尾 结 
H, PR SORA 
2 延伸 
(d) 


Source; Reprinted from Wal E. and W. Keller, 
The biochemistry of polyadenylation, Trends in Biochemi- 
cal Sciences 21; 247-250. Copyright © 1996 with permission 
of Elseiver Science. 
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图 15.25 SPEAR ETAL AY, (a) CPSF 小 结 “ 对 哺乳 动物 而 言 ，poly《〈A) 的 延伸 


( 蓝 色 ) 、CstF Rf). CFI (灰色 ) 和 CFII 
(灰色 ) 在 信号 序列 AAUAAA 和 GU/U BK 
区 的 指导 下 组 装 在 premRNA k; (b) 在 
RNA RAM I 的 CTP 激发 下 发 生 剪 切 ， 接 
着 ，CPSF、CFI 和 CFI 离开 复合 体 ， 同 时 


需要 一 个 称 为 poly 《AY 结合 蛋白 开 (PABID 的 
特殊 因子 。 这 个 蛋白 质 结合 到 已 经 起 始 合成 的 
poly (A) 上 ， 并 通过 poly CA) 聚合 酶 把 poly 
(A) 延长 到 250nt REK. PABI 独立 于 信号 序 
列 AAUAAA 而 起 作用 ， 它 仅 依赖 于 poly (A), 


poly (A) 聚合 酶 进入 ，(e) 在 CPSF 协助 下 ， 但 其 活性 可 被 CPSE 加 强 。 
poly (A) RABE CHEE) 起 始 poly CA) 的 
合成 ， 最 后 得 到 至 少 lone HER A, SRRG RB 


(d) PABII (黄色 ) HEAR A AH EKER A 
至 全 长 poly (A). 在 这 一 点 上 复合 物 可 能 
解体 。 


1991 年 ，James Manley 及 同事 克隆 了 编码 牛 多 
REWERA cCDNA。 测 序 结果 表明 ， 两 种 不 同 的 
cDNA 由 于 选择 性 剪接 而 具有 不 同 的 3' 端 ， 从 而 产生 
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Y C 端 不 同 的 两 种 PAP (PAPI 和 PAPI, PAPI 蛋 
白 有 几 个 区 域 的 序列 或 多 或 少 地 与 其 他 蛋白 质 已 知 的 
功能 域 匹配 。 按 照 从 N 端 到 C 端的 顺序 ， 这 些 区 域 
分 别 是 : 1 个 RNA 结 合 域 (RBD), 1 个 多 聚 酶 模块 
(polymerase module，PM) 、2 个 核定 位 信号 (NLSI 
和 NLS 2)、 几 个 丝氨酸 / 苏 氨 酸 富 含 区 (S/T). 到 
1996 年 ， 又 发 现 了 另外 4 种 PAP 的 cDNA。 其 中 2 
个 比较 短 ， 可 能 是 由 前 体 mRNA 多 腺 苷 酸化 形成 的 。 
另 一 个 比较 长 ， 可 能 来 源 于 一 个 假 基 因 。 在 大 多 数组 
织 中 最 重要 的 PAP 可 能 是 PAPII 

由 于 推测 催化 多 腺 苷 酸化 反应 的 多 聚 酶 模块 位 
于 和 蛋白质 的 氨基 末端 那么 至 少 需 要 多 长 的 凌 基 端 
才能 保持 酶 活性 就 成 为 一 个 有 意思 的 问题 。 为 了 检 
测 姜 基 端 的 重要 性 ，James Manley 及 同事 通过 SP6 
RNA 聚合 酶 体外 转录 了 全 长 的 或 3 端 不 同 程度 缺失 
的 PAP 的 cDNA， 然 后 在 无 细胞 网 织 红 血球 中 翻译 
表达 ， 产 生 了 一 个 689 个 氨基 酸 的 全 长 蛋白 质 和 缩 
短 的 分 别 含 538、379 和 308 个 氨基 酸 的 蛋白 质 。 然 
后 检测 这 些 蛋白 质 在 有 牛 胸腺 CPSF 时 的 特异 性 多 
RIRE. SHR FP IN AN 538 个 氨基 酸 的 蛋 
白质 具有 活性 ， 而 较 小 的 蛋白 质 没有 。 因 此 ，S/T 
域 不 是 活性 所 必需 的 .但 是 从 聚合 酶 模块 向 C 端 延 
MED 150 个 氨基 酸 对 于 保证 体外 条 件 下 酶 的 活性 
是 必需 的 。 
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凝 胶 距 离 起 点 距离 


5S rRNA 分 子 


ID RSS HORS RR RG cDNA 
进行 克隆 和 测序 的 结果 表明 ， 其 中 含有 5 种 cD- 
NA 的 混合 物 ， 分 别 由 不 同 的 选择 性 剪接 和 不 同 
的 多 聚 腺 苷 酸化 产生 。 根 据 最 长 序列 预测 的 酶 结 
构 包括 一 个 RNA 结合 区 (RBD)、 一 个 多 聚 酶 模 
块 (PM)、 两 个 核定 位 信号 《NLS1l 和 2) AULA 
丝氨酸 / 苏 氨 酸 富 含 区 〈SVT)。 除 最 后 一 个 区 域 ， 
其 他 都 是 体外 酶 活性 所 必需 的 。 


poly(A) 的 更 新 


图 15. 7 显示 了 细胞 核 poly (A) 和 细胞 质 poly 
(A) 在 大 小 上 略 有 差异 。 该 实验 用 的 是 新 标记 的 
RNA, 所 以 poly (A) 没有 足够 的 时 间 被 降解 。 
Sheiness 和 Darnell 对 细胞 中 被 连续 标记 48h 的 前 体 
mRNA 进行 了 另外 的 研究 ， 获 得 了 一 批 分 子 大 小 
“稳定 ”的 poly (A)， 即 在 任何 给 定时 间 内 都 可 以 
观察 到 细胞 内 分 子 质量 自然 大 小 的 poly (A). E 
15. 26 显示 细胞 核 poly (A) 和 细胞 质 poly (A) 在 
大 小 上 具有 明显 差异 。 核 poly (A) 的 主峰 是 (210 
£20) nt， 而 细胞 质 poly (A) 的 主峰 是 (190 土 20) 
nt。 此 外 ,细胞 质 poly CA) 的 峰 在 趋向 小 片段 的 区 
域 比 核 poly (A) 的 更 宽 。 这 种 宽 峰 至 少 包括 50nt。 
可 见 ，poly CA) 在 细胞 质 中 似乎 被 截 短 了 。 

44 
| 


3 


a 


Pp 的 放射 量 / (cpm x 


wena]? 


3H 的 放射 量 /(cpmx 10°*) 他 


30 45 


图 15.26 细胞质 多 聚 腺 嘎 叭 的 缩短 。Sheiness 和 Darnell 用 ;H- 腺 呆 叭 标记 HeLa 细胞 48h， 然 后 
分 离 核 (绿色 ) 和 细胞 质 〈 红 色 ) poly (A) RNA， 凝 胶 电 泳 分 析 ， 电 泳 过程 中 用 含 [2 P] 的 5S 
rRNA (GE) 作为 分 子 质量 标准 。(Source: Adapted from Sheiness, D. and J. E. Darnell, Polyade- 
nylic acid segment in mRNA becomes shorter with age. Nature New Biology 241; 266, 1973. ) 


1970 4, Maurice Sussman 提出 了 “和信 场 券 ” 
假说 ， 认 为 每 个 mRNA 都 有 一 张 “入 场 券 ”被 允许 
进入 核糖 体 进行 翻译 ，mRNA 每 翻译 一 次 ， 都 会 被 
打上 一 个 “ 票 孔 ”。 当 mRNA 积累 了 足够 多 的 “ 票 
孔 ” 时 ， 便 不 再 被 翻译 了 。poly (A) 是 理想 的 “人 
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场 券 "， 每 翻译 一 次 ，poly (A) 的 长 度 就 会 缩短 一 
些 。 为 了 验证 这 一 观点 ，Sheiness 和 Darnell 检测 了 
正常 状态 以 及 有 吐 根 碱 (emetine) (抑制 翻译 ) 存 
在 时 ， 胞 质 poly (A) 缩短 的 速率 。 结 果 发 现 , 无 
论 翻 译 发 生 与 否 ， 胞 质 poly (A 的 大 小 并 无 差异 。 


Eit, poly (A) 的 缩短 并 不 是 依赖 于 翻译 的 进行 、 
如 果 存在 “入 场 券 ”的 话 ， 似 乎 也 不 是 poly (A). 

poly (A) 在 细胞 质 中 也 并 不 总 是 缩短 ， 它 还 会 
更 新 。 也 就 是 说 ，poly (A) 不 断 地 被 RNase 降解 ， 
又 被 胞 质 poly (A) 聚合 酶 延长 。 但 总 趋势 是 缩短 ， 
最 终 ，mRNA 将 会 失去 几乎 所 有 的 poly (A). HB 
BY, mRNA 的 寿命 也 就 接近 终结 了 。 

小 结 poly (A) 在 细胞 质 中 反复 地 缩短 又 延 

K. RNA 酶 使 其 缩短 ，poly (A) RAMPHLE 
K. M poly (A) 耗 尽 时 ，mRNA 也 就 面临 降解 了 。 

细胞 质 内 的 多 聚 腺 昔 酸 化 ”对 细胞 质 内 多 聚 腺 
苷 酸化 研究 得 最 为 深入 的 是 卵 母 细 胞 成 熟 过 程 中 的 
例子 。 例 如 ， 体 外 非洲 爪 输 卵 母 细 胞 的 成 熟 是 由 了 孕 
酮 刺激 的 ， 未 成 熟 卵 母 细胞 质 中 储存 了 大 量 的 mR- 
NA, 被 称 为 母系 信息 (maternal message) 或 母系 
mRNA (maternal mRNA)， 其 中 有 许多 几乎 是 完全 
去 腺 苷 酸化 的 《deadenylated)， 并 且 也 没有 翻译 成 
蛋白 质 。 在 卵 母 细胞 成 熟 过 程 中 ， 一 些 母系 mRNA 
被 多 聚 腺 苷 酸化 ， 另 一 些 则 被 去 腺 苷 酸化 。 

为 了 找 出 控制 成 熟 卵细胞 内 特异 的 细胞 质 多 聚 
腺 苷 酸化 的 关键 因子 ，Wickens 及 同事 将 以 下 两 种 
mRNA 分 别 注 人 爪 蟾 的 卵 母 细胞 质 中 。 第 一 种 是 合 
成 的 D7 mRNA 的 3 端 片段 ， 这 是 非洲 爪 蟾 的 一 个 
mRNA， 已 知 会 经 历 与 成 熟 有 关 的 多 聚 腺 苷 酸化 。 
第 二 个 是 合成 的 SV40 mRNA 的 3' 端 片段 。 如 图 
15.27 所 示 ，D7 mRNA 是 多 聚 腺 苷 酸化 的 ， 而 
SV40 mRNA 却 没有 ， 表 明 D7 mRNA 含有 一 个 或 
多 个 序列 是 成 熟 卵 母 细胞 特有 的 多 聚 腺 苷 酸化 所 必 
需 的 ， 而 SV40 mRNA 缺少 这 种 序列 。 

Wickens 及 同事 注意 到 ， 在 卵 母 细胞 成 熟 过 程 
中 经 历 多 聚 腺 苷 酸化 的 爪 蟾 mRNA 都 具有 UUUU- 
UAU 序列 ， 或 者 一 个 与 之 密切 相关 的 上 游 信号 序 
列 AAUAAA。 这 是 关键 所 在 吗 ? 为 了 找 出 答案 , 他 
图 15.28 UUUUUAU 序列 引发 成 熟 特异 
性 多 聚 腺 昔 酸 化 的 证 明 。Wickens 及 同事 © 
进行 了 图 15. 27 的 同样 实验 ， 利 用 同样 
的 SV mRNA， 其 AAUAAA 基 序 的 上 游 


有 或 无 UUUUUAU 序列 .(a) 两 种 待 注 
人 的 RNA 序列 ， 其 中 AAUAAA 和 (b) 


D7 SVv40 
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图 15.27 两 种 RNA fh ERR EF RLS AA 
度 的 关系 。Wickens 及 同事 将 标记 的 RNA 注射 
进入 非洲 爪 蜡 卵 母 细 胞 ， 并 由 孕 酮 激发 其 成 熟 特 
异性 多 聚 腺 苷 酸化 ， 培 养 12h 后 ， 分 离 标记 的 
RNA 产物 ， 电泳 ,放射 自 显 影 并 观察 。 两 种 
RNA 一 种 是 合成 的 非洲 爪 蜡 mRNA 的 3' 端 片段 ， 
通常 要 进行 成 熟 特异 性 多 聚 腺 背 酸化 ， 另 一 种 是 
SV40 mRNA,， 不 进行 成 熟 特异 性 多 聚 腺 苷 酸化 ， 
未 多 聚 腺 苷 酸化 的 RNA 和 带 有 115nt poly (A) 
的 RNA 的 迁移 位 置 在 左边 用 红 框 标记 出 。 培养 
过 程 中 有 和 无 孕 酮 分 别 用 十 P 和 一 P 标 记 ， 泳 道 6 
和 ?7 含有 经 寡 聚 胸腺 喀 啶 -纤维 素 层 析 的 RNA. 
没有 结合 到 树脂 上 的 RNA 标 为 A 一 ， 结 合 到 树 
脂 上 的 标 为 A 十 。(Source: Fox et al., Poly (A) 
addition during maturation of frog oocytes: Dis- 
tinct nuclear and cytoplasmic activities and regula- 
tion by the sequence UUUUUAU. Genes & Devel- 
opment 3 (1989) p. 2154. f. 3. Cold Spring Harbor 
Laboratory Press. ) 


们 将 UUUUUAU 插入 SV40 mRNA 的 AAUAAA 
的 上 游 并 重新 检测 。 图 15. 28 证 明 该 序列 的 插 人 使 
SV40 RNA 多 聚 腺 苷 酸化 了 。 据 此 ，UUUUUAU 
序列 被 命名 为 细胞 质 多 聚 腺 蔡 酸 化 元 件 〈cytoplas- 
mic poly-adenylation element, CPE). 


UAATITEIEEUAAGCUGCINAIENNIC A AGUUAACAACCUCUAG 9, 
UAACCAUUAUAAGCUGCINAIEVY:1C AAGUUAACAACCUCUAG 4, 


JUBUUUAU 
UUUUUAU 被 特别 突出 。(b) 结果 。 泳 [AAUAAA] [IAAUAAAI 
道 2~5 是 卵 母 细胞 RNA， 注 人 具有 Penge! ERE 
AAUAAA 序列 和 UUUUUAU 序列 的 aa “a 
RNA, ki 7~10 是 卵 母 细胞 RNA， 并 BBA, 一 


注入 只 有 一 个 AAUAAA 序列 。 培 养 过 

程 中 是 否 具有 孕 酮 在 图 15. 27 中 已 标记 

出 。 泳 道 1 和 6 没有 注入 RNA， 左 边 的 

标准 物 与 图 15. 27 中 的 相同 。UUUUU- mm 
AU 基 序 是 多 聚 腺 苷 酸化 所 必需 的 。 
(Source: Fox et al. ，Genes & Develop- 

ment 3 (1989) p.2155, £.5.Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. ) 
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AAUAAA FEJ tt E 8 HS E ERE BR ALT AG 
要 的 吗 ? 为 了 回答 这 个 问题 ，Wickens 及 同事 对 
AAUAAA 序列 进行 点 突变 ， 然 后 将 突变 的 RNA 注 
人 孵 母 细 胞 细胞 质 。 他 们 发 现 ， 将 AAUAAA 序列 
突变 成 AAUAUA 或 AAGAAA 序列 ， 都 会 完全 抑 
制 多 聚 腺 苷 酸化 。 因 此 ， 这 个 基 序 是 细胞 核 及 细胞 
质 多 聚 腺 苷 酸化 都 需要 的 。 

小 结 细胞 质 中 非洲 爪 蜡 母 系 mRNA 的 成 
PRES RR RCO BE. BEE 
mRNA 未 端的 AAUAAA 序列 和 称 为 细胞 质 多 聚 
腺 背 酸 化 元 件 的 上 游 序列 ， 后 者 是 一 个 UUUU- 
UAU 序列 或 与 之 类 似 的 序列 。 


15.3 mRNA 加 工事 件 的 协同 运作 


了 解 mRNA 的 加 帽 、 多 聚 腺 苷 酸化 以 及 剪接 之 
(a) 以 m"GpppG 为 引物 进行 转录 


启动 子 终止 子 


区 -二 | 
一 3 一 本 一 得 一 一 


(b) 以 GpppG 为 引物 进行 转录 
(C) 不 加 引物 直接 进行 转录 


后 ， 我 们 不 难 发 现 这 些 加 工 都 是 相互 关联 的 。 尤 其 
是 帽子 为 剪接 所 必需 ， 但 却 仅 对 剪接 第 一 个 内 含 子 
是 必需 的 。 同 样 ，poly (A) 是 剪接 最 后 一 个 内 含 子 
所 必需 的 。 首 先 讨论 一 下 加 帽 对 剪接 的 作用 。 


A TH HE EA 

1987 Æ, Yoshiro Shimura 小 组 通过 体外 转录 小 
鸡 5 晶体 基因 片段 获得 了 一 系列 标记 的 剪接 底 物 。 
其 中 一 个 片段 (图 15. 29) 含有 被 内 含 子 隔 开 的 外 


“ 显 子 13、14 和 15。 为 了 给 RNA 加 帽 ， 他 们 在 


m GpppG 或 GpppG 存在 条 件 下 转录 了 该 基因 片段 。 
m GpppG 或 GpppG 引发 体外 转录 ， 并 在 转录 过 程 
中 添加 甲 基 化 或 未 甲 基 化 的 帽子 。 为 了 获得 不 加 帆 
的 RNA， 他 们 做 了 一 个 没有 引物 的 体外 转录 。 然 后 
将 标记 的 、 加 幅 的 和 未 加 帽 的 剪接 底 物 加 入 到 HeLa 
细胞 核 提取 物 中 ， 让 剪接 发 生 数 次 ， 最 后 ， 对 混合 
物 进行 电泳 ， 从 提取 物 中 分 离 产 物 和 中 间 代 谢 物 。 


m’Gppp 一 一 吉 一 一 个 
Gppp 隔 一 一 匣 一 一 个 
Bei 


图 15. 29 有 帽子 和 无 帽子 剪接 底 物 的 获得 。Shimura 及 同事 克隆 了 外 显 子 13、14 和 15， 并 连同 其 天 然 内 
含 子 插入 载体 ,使 其 位 于 大 肠 杆菌 启动 子 和 终止 子 之 间 。 他 们 在 3 种 状态 下 对 该 基因 进行 转录 ， 以 获得 3 
种 不 同 剪接 底 物 。(a) 以 m GpppG 引发 并 转录 ， 以 获得 上 共有 甲 基 化 帽子 的 RNA;(b) 以 GpppG 引发 并 转 


录 ， 以 获得 具有 未 甲 基 化 帽子 的 RNA; 〈c) 不 加 引物 转录 以 获得 无 帽子 的 RNA, 


图 15. 30 介绍 了 实验 结果 。 在 加 帽 的 前 体 中 
(图 15. 30a) ， 中 间 产 物 是 两 个 内 含 子 之 一 被 剪接 ， 
但 实验 结束 时 其 主要 片段 是 完全 剪接 的 产物 。 值 得 
一 提 的 是 ， 含 有 未 甲 基 化 帽子 的 前 体 也 能 进行 同样 
的 剪接 过 程 。 但 在 未 加 帆 的 前 体 中 ， 情 况 却 完全 不 
同 。 极 少量 的 中 间 产 物 剪 切 了 第 一 个 内 含 子 ， 大 量 
的 中 间 产 物 第 二 个 内 含 子 被 剪 切 ， 未 检测 到 完全 剪 
接 产 物 。 可见， 帽子 的 缺失 似乎 是 选择 性 地 抑制 了 
第 一 个 内 含 子 的 剪接 。 

未 甲 基 化 的 贝子 和 甲 基 化 的 帽子 在 促进 剪接 作 
用 上 真 的 具有 相同 效果 吗 ? 可 能 并 非 如 此 ， 因 为 其 
他 的 实验 表明 ， 未 甲 基 化 帽子 底 物 的 剪接 可 被 一 种 
帽子 甲 基 化 抑制 剂 所 抑制 ， 即 S- 腺 苷 高 半 胱 氨 酸 
(S-adenosyl homocysteine). UL, WEF AY IE 
化 似乎 发 生 在 剪接 提取 物 中 ， 尽 管 剪接 提取 物 中 并 
没有 加 入 甲 基 化 试剂 。 对 帽子 类 似 物 押 制 效果 的 研 
究 进 一 步 肯 定 了 这 一 结论 。 研 究 发 现 ， 甲 基 化 帽子 
对 剪接 的 抑制 作用 比 未 甲 基 化 帽子 更 有 效 。 

帽子 之 所 以 能 激发 第 一 个 内 含 子 剪接 ， 是 因为 
第 一 个 内 含 子 最 接近 帽子 ， 还 是 因为 这 个 内 含 子 有 
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什么 特殊 序列 使 之 依赖 于 帽子 呢 ? 为 了 寻找 答案 ， 
Shimura 及 同事 用 顺序 颠倒 的 内 含 子 合成 了 另 一 个 
剪接 底 物 ， 即 14 一 15 外 显 子 间 的 内 含 子 换 成 第 一 
个 ， 而 13 一 14 外 显 子 间 的 内 含 子 换 成 第 二 个 。 帽 子 
再 一 次 剪接 掉 第 一 个 内 含 子 ， 而 没有 剪接 掉 第 二 个 
内 含 子 。 因 此 内 含 子 和 其 邻接 的 外 显 子 的 顺序 与 前 
接 不 相关 ， 关 键 在 于 它 接近 帽子 ， 帽 子 激发 了 与 其 
最 接近 内 含 子 的 剪接 。 

1994 年 ，Mattaj 小 组 对 帽子 结合 复合 物 cap 
binding complex, CBC) 的 特征 进行 了 分 析 ， 此 复 
合 物 有 助 于 解释 帽子 对 剪接 的 作用 。CBC 由 两 个 帆 
子 结 合 蛋 白 (cap-binding protein, CBP) WR, 其 
分 子 质 量 分 别 是 80kDa 和 20kDa， 记 作 CBP80 和 
CBP20。 抗 CBP80 的 抗体 可 以 免疫 沉淀 整个 复合 物 
《含有 两 种 蛋白 质 )， 具 有 抗 CBP80 的 Hela 细胞 核 
提取 物 的 免疫 耗竭 明 显 地 抑制 了 含有 一 个 内 含 子 的 
模型 底 物 的 剪接 。 进 一 步 实 验证 明 ， 再 次 加 入 CBC 
后 剪接 活性 又 可 恢复 。 相 同 的 抗 CBP80 抗体 也 可 以 
抑制 剪接 体 前 体 〈 复 合 物 A、B、C 见 图 14. 27) 的 
形成 。 因此， 剪接 体形 成 的 第 一 步 似乎 是 对 帽子 的 
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图 15.30 ”帽子 在 剪接 含有 两 个 内 含 子 的 底 物 时 的 作用 。 图 15. 29 显示 了 Shimura 及 同事 制作 的 *P 
标记 的 加 帽 和 不 加 帽 剪 接 底 物 模型 ， 然 后 将 这 些 底 物 与 HeLa 细胞 核 提 取 物 解 育 ， 时 间 如 上 图 所 示 。 
电泳 混合 物 ， 放 射 自 显影 检测 剪接 前 体 、 中 间 物 和 产物 。 主 要 RNA 的 位 置 如 图 右 侧 所 示 ， 同 时 标 
出 与 下 图 相关 的 代表 符号 。 条 带 a 是 第 一 个 内 含 子 的 讲 索 形式 ， 条 带 是 b 含有 外 显 子 13、14 的 线形 


RNA， 第 一 个 内 含 子 在 两 个 外 显 子 之 间 。 图 Cad, 
帽 的 前 体 底 物 的 电泳 结果 。 每 个 放射 自 显影 图 片 下 


b) M Co) 分 别 显示 加 帽 甲 基 化 、 加 帽 、 不 加 
的 曲线 显示 RNA 的 出 现 情况 ， 图 标 与 最 右边 的 


放射 自 显影 标记 相同 。(Source: Adapted from Ohno, M. , H. Sakamoto, and Y. Shimura, Preferen- 
tia excison of the 5’ proximal intron from mRNA precursors with two introns as mediated by the cap 


structure. Proceedings of the National Academy of 


识别 ， 而 CBC 对 这 一 识别 过 程 十 分 重要 。 
小 结 ”在 体外 将 第 一 个 内 含 子 从 前 体 mRNA 
PIERROT EF MELT RES SR ATE 
成 的 帽子 结合 复合 物 CBC 所 介 导 。 


poly(A) 对 剪接 的 作用 


有 报道 ， 多 育 腺 音 酸 化 在 剪接 前 后 都 可 发 生 ， 
取决 于 所 采用 的 系统 。 确 实 ， 有 些 前 体 mRNA 的 某 
些 内 含 子 在 多 聚 腺 苷 酸化 之 前 就 剪接 掉 了 ， 而 有 些 
内 含 子 则 在 多 聚 腺 苷 酸化 之 后 才 被 剪接 掉 。Maho 
Niwa 和 Susan Berget 用 模式 剪接 底 物 证 明了 这 个 观 
点 ， 并 显示 多 聚 腺 苷 酸化 激活 了 前 体 mRNA 中 最 后 
一 个 内 含 子 而 不 是 上 游 内 含 子 的 剪接 。 他 们 以 3 种 
标记 的 模型 底 物 为 对 象 ， 这 些 底 物 含有 腺 病毒 主要 


Sciences USA 84 (1987) p. 5189，f. 3. ) 


晚期 转录 单元 内 含 子 〈 图 15. 31a) 。 其 中 一 个 (WT) 
含有 通常 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 〈AAUAAA)， 因 此 可 
能 被 多 育 腺 音 酸 化 。 第 二 个 除了 AAUAAA 点 突变 成 
AAGAAA 外 其 余 的 和 第 一 个 完全 相同 ， 因 此 不 会 被 
多 聚 腺 苷 酸化 。 第 三 个 〈SB2) 在 其 3' 端 有 一 无 关 
RNA, 无 AAUAAA 信 号 ， 因 此 不 会 被 多 聚 腺 苷 酸 
化 。 将 底 物 分 别 加 入 剪接 提取 物 中 ， 反 应 不 同时 间 ， 
然后 电泳 产物 ， 放 射 自 显影 观察 。 图 15. 31b 显示 了 
实验 结果 。 野 生 型 底 物 有 多 种 剪接 ， 按 测定 的 剪接 表 
现 分 为 : 剪接 的 、 未 多 聚 腺 苷 酸化 RNA (S+) 和 前 
#20), SHARAF BRL RNA (A+S+), M 15. 31c 给 
出 了 图 15. 31b PMR MORKAR, KERRE 
酸化 底 物 的 剪接 速率 是 多 聚 腺 苷 酸化 底 物 的 1/10 一 
1/5. 
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多 聚 腺 昔 酸 化 对 只 有 一 个 内 含 子 的 前 体 mRNA 剪接 的 影响 。 (a) 底 物 设计 。 每 个 底 


物 都 有 腺 病毒 主要 晚期 区 的 相同 内 含 子 。 第 一 个 (WT) 含有 野生 型 多 聚 腺 苷 酸化 信号 
(AAUAAA)。 第 二 个 含有 突变 的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 (AAGAAA), = (SB2) 在 其 3 端 有 
不 相关 RNA， 但 没有 AAUAAA 信号 .Cb) 剪接 反应 。Niwa 和 Berget 将 标记 底 物 在 细胞 核 提取 
物 中 温 育 不 同时 间 ， 然 后 电泳 产物 ， 放 射 自 显影 观察 。 底 物 在 图 底部 标 出 ， 左 右 两 边 的 示意 图 
注 明 前 体 、 中 间 产 物 、 产 物 RNA, Pre 代表 前 体 RNA，A 十 是 多 育 腺 苷 酸化 前 体 ，S 十 是 剪接 
的 未 多 聚 腺 苷 酸化 产物 ，A 十 S 十 是 剪接 的 多 聚 腺 华 酸化 产物 .(c) 剪接 的 量化 。 用 作 图 仪 确定 
(b) 中 每 个 剪接 产物 的 条 带 中 标记 的 量 ， 并 分 析 结果 。 绿 色 的 是 WT RNA 的 剪接 ， 蓝 色 的 是 
SB2 RNA 的 剪接 ， 红 色 的 是 AAGAAA RNA 的 剪接,(Source: Niwa & Berget, Mutation of the 
AAUAAA polyadenylation signal depresses in vitro splicing of proximal but not distal in- 


trons. Genes & Development 5 (1991) p. 2088. f. 1. Cold Spring Harbor Laboratory Press. ) 


之 前 我 们 了 解 到 ， 帽 子 只 影响 其 最 邻近 内 含 子 
《第 一 个 内 含 子 ) 的 剪接 。 基 于 这 个 发 现 ， 我 们 也 许 
期 望 poly (A) 只 影响 最 靠近 它 的 内 含 子 〈 最 后 一 
个 内 含 子 ) 的 剪接 。 为 证 明 这 一 点 ，Niwa 和 Berget 
制备 了 一 对 模式 底 物 ， 带 有 两 个 相同 的 内 含 子 ， 但 
加 尾 信 号 不 同 ， 一 个 是 野生 型 AAUAAA 信和 号 
(WT), 另 一 个 是 突变 的 加 尾 信号 (AAGAAA)。 
对 这 两 个 底 物 进行 与 前 一 个 实验 相同 的 处 理 。 发 现 
未 多 聚 腺 苷 酸化 底 物 的 第 一 个 内 含 子 能 够 被 很 快 地 
剪接 ， 第 二 个 内 含 子 则 不 能 。 相 反 ， 多 聚 腺 苷 酸化 
底 物 的 两 个 内 含 子 都 能 很 快 被 剪接 掉 。 结 果 提 示 ， 
去 除 末 端的 [靠近 poly (A)] 内 含 子 需要 poly 
(A), MARTH [远离 poly〈A)] 内 含 子 并 不 需 
要 poly (A)。 

以 含有 3 个 完全 相同 (大 小 不 同 ) 内 含 子 的 
RNA 为 底 物 的 剪接 实验 ， 进 一 步 证 明 多 育 腺 苷 酸化 
只 影响 最 后 内 含 子 的 剪接 。 同 样 ， 缺 失 多 聚 腺 苷 酸 
化 尾 抑制 最 后 一 个 内 含 子 的 剪接 ， 但 上 游 两 个 内 含 
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子 不 受 影 响 。 


小 结 “在 体外 ， 对 最 靠近 poly (A) 的 内 含 
子 实施 有 效 剪接 ， 和 需要 模型 底 物 多 聚 腺 背 酸 化 。 
如 果 模 型 底 物 没有 多 聚 腺 华 酸 化 ， 仍 能 以 正常 速 
率 从 这 些 底 物 中 剪接 其 他 内 含 子 。 


Rpbl 的 CTD 与 mRNA 加 工 蛋 
白质 的 结合 


在 本 章 前 面 和 第 14 章 ， 我 们 已 经 了 解 到 mR- 
NA 加 工 的 3 个 事件 一 一 剪接 、 加 帽 和 多 聚 腺 苷 酸 
化 都 发 生 在 转录 过 程 中 。 当 新 生 mRNA 只 有 30nt 
长 时 ， 加 帽 就 开始 了 ， 此 时 RNA 的 5 端 才刚 从 聚 
合 酶 中 露出 。 多 聚 腺 苷 酸化 发 生 在 mRNA ERRE 
酸化 位 点 被 剪 切 之 后 ， 而 此 时 的 转录 物 仍然 还 在 延 
伸 。 剪接 则 开始 于 转录 的 进行 过 程 之 中 。 我 们 也 了 
BA MBASRMR ERLE SME TB TA 
最 后 一 个 内 含 子 的 剪接 。 

参与 所 有 这 些 加 工 过 程 的 是 RNA RA IP 


Rpbl 亚 基 的 CTD。 在 本 章 ， 我 们 已 经 知道 CTD 参 
SERRA, EER AME PRE. 
Sb, CAHRIERRH. WME, HENS 
背 酸 化 的 酶 都 直接 与 CTD 结合 ，CTD 为 这 3 个 加 
工事 件 提供 了 一 个 平台 。 

1997 年 ，David Bentley 及 同事 证 明 加 帆 酶 
(capping enzyme) 与 CTD 相互 作用 。 他 们 制作 了 含 
有 GST 的 亲 和 柱 ， 分 别 偶 联 野生 型 CTD、 野 生 型 
磷酸 化 CTD、 突 变 体 CTD、 或 者 不 连 CTD。 然 后 
让 HeLa 细胞 提取 物 分 别 通过 这 些 亲 和 柱 检测 柱 结 
合 洗 脱 物 的 鸟 背 酸 转移 酶 活性 。 将 柱 结合 洗 脱 物 与 
[PP] GTP RA, [P] GMP 与 鸟 苷 酸 转移 酶 形成 
共 价 结合 物 (covalent adduct)， 将 标记 的 酶 通过 
SDS-PAGE 和 放射 自 显影 检测 。 图 15. 32 显示 GST 
与 CTD 的 结合 情况 ， 结 果 表 明 鸟 苷 酸 转移 酶 只 与 磷 
酸化 CTD 结合 。 
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图 15.32 哺乳 动物 加 帽 谷 胱 甘 肽 歼 基 转移 
酶 与 磷酸 化 CTD 的 结合 。Bentley 和 其 同事 
将 HeLa 细胞 核 提取 物 通 过 不 同 的 亲 和 柱 层 
Hi 纤维 素 基质 所 含 底 物 如 图 上 部 所 示 ， 然 
后 通过 观察 [P] GMP 与 酶 共 价 结合 物 的 
形成 来 检测 洗 脱 物 中 的 谷 胱 甘 肽 区 基 转 移 酶 
活性 ， 结 果 以 SDS-PAGE 和 放射 自 显影 显 
wR. L ( 泳 道 1) 为 全 提取 物 。FT Oki 2) 
是 柱 的 流出 物 。 泳 道 3 一 6 RS F 
转移 酶 实验 结果 。 纤 维 素 基质 含 GST OK 
3), GST 偶 联 突变 CTD ( 泳 道 4)， 野 生 型 
CTD ( 泳 道 5)， 野 生 型 磷酸 化 CTD 〈 泳 道 
6)。 结 果 表 明 谷 胱 甘 肽 琉 基 转移 酶 只 与 磷酸 
化 CTD 4 £. (Source; McCracken et al. , 
Genes and Development v.11, p. 3310.) 


2001 年 ，Nick 及 同事 用 相似 的 方法 证 明了 酵母 
剪 切 / 多 聚 腺 苷 酸化 因子 1A〈CF1A) 可 结合 磷酸 化 
的 CTD。 剪 切 / 多 聚 腺 苷 酸化 复合 物 的 其 他 成 分 并 


不 直接 与 CTD 结合 ， 而 是 与 结合 在 CTD 上 的 其 他 
蛋白 质 紧密 结合 。 此 外 ， 还 有 更 多 间接 证 据 表明 多 
聚 腺 苷 酸化 复合 物 与 CTD 的 关系 。 研究 发 现 ， 当 
RNA 聚合 酶 缺失 CTD 时 ， 不 能 很 好 地 进行 多 聚 腺 
PRE. CTD 尤其 是 其 磷酸 化 形式 ， 在 体外 激活 多 
RREME. 

参与 前 体 mRNA 剪接 的 蛋白 质 与 CTD 之 间 发 
生 相互 作用 的 实验 证 据 也 非常 有 力 。Daniel Morris 
和 Greenleaf 在 2000 年 用 “Far Western 印迹 ”实验 
证 明 酵母 剪接 因子 Prp40 (Ul snRNP 的 一 个 组 分 ) 
与 磷酸 化 CTD 结合 。Far Western 印迹 实验 与 
Western 印迹 实验 相似 ， 也 是 先 将 蛋白 质 进行 SDS- 
了 PAGE， 然后 印迹 到 硝酸 纤维 膜 上 。Western 印迹 需 
用 抗体 进行 标记 ， 而 Far Western 印迹 用 可 能 与 膜 
上 某 个 蛋白 质 结合 的 另 一 个 蛋白 质 进行 标记 。Prp40 
(也 称 为 WW 蛋白 ) 电泳 后 印迹 ， 用 [*P] B 半 和 乳 
糖苷 酶 -CTD 标记 (CTD 与 BE PLONE AERA 
合 蛋白 ， 以 便 纯化 。 然 后 ， 体 外 磷酸 化 标记 )。WW 
蛋白 具有 两 个 色 氨 酸 〈W) 结构 域 ， 频 繁 地 参与 
RNA 的 合成 与 加 工 。 

图 15. 33 显示 了 上 述 分 析 的 结果 .图 15. 33a 是 
考 马 斯 亮 蓝 染色 的 胶 ， 考 马 斯 亮 蓝 是 一 种 能 与 所 有 
蛋白 质 结合 的 染料 ， 因 此 图 15. 33a 是 一 张 全 景 的 蛋 
白质 图 谱 ， 显 示 胺 上 的 所 有 蛋白 质 ， 包 括 Prp40。 
每 个 泳 道中 分 子 质量 最 大 的 是 目标 蛋白 ,小 的 可 能 
是 其 降解 物 。 图 15. 33b 是 同一 块 胶 的 Far Western 
印迹 结果 ， 用 [*P] f 半 乳糖 苷 酶 -CTD 标记 。 显 
然 ，Ess1、Prp40 和 Rsp5 都 能 与 CTD 结合 。 看 来 ， 
仅 有 WW 结构 域 不 能 保证 其 CTD 结合 活性 ， 因 为 
其 他 两 个 WW 蛋白 没有 结合 CTD 探 针 。 

MA RRB, SSM, SRR 
化 和 剪接 的 蛋白 质 因子 都 与 CTD 结合 。 
RNA 加 工 蛋 白 与 CTD 结合 的 变 
化 与 CTD 磷酸 化 相关 

我 们 已 经 知道 ， 三 类 主要 mRNA 加 工 蛋白 都 可 
与 CTD 结合 ， 由 此 引出 一 个 问题 ; 已 知 CTD 很 长， 
可 以 同时 与 多 种 蛋白 质 结合 ， 但 它 能 同时 跟 参 与 3 
个 加 工事 件 的 所 有 蛋白 质 和 RNA 都 结合 吗 ? 

答案 是 根据 即时 任务 需要 ， 这 些 蛋白 质 可 随时 
结合 或 离开 CTD。 而 且 ， 蛋 白质 的 结合 或 解 离 与 转 
录 时 CTD 磷酸 化 的 改变 相关 。Steven 小 组 研究 了 加 
幅 酶 和 多 聚 腺 苷 酸化 酶 与 酵母 多 聚 酶 I 的 结合 情 
况 ， 他 们 分 别 检测 了 多 聚 酶 I 靠近 启动 子 ( 起 始 后 
很 短 时间 〉 和 远离 启动 子 延伸 期 ， 起 始 后 较 长 时 
ED 时 的 结合 情况 ， 以 及 这 两 个 时 间 CTD 磷酸 化 的 
状态 。 
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图 15.33 Prp40 (以 及 其 他 蛋白 ) 与 Rpbl 的 CID 的 相互 作用 。 (a) 凝 胶 电 泳 。Morris 和 Greenleaf 
将 已 知 具有 WW 结构 域 的 5 个 蛋白 质 经 SDS-PAGE 及 考 马 斯 亮 蓝 染 色 。 偶 数 泳 道 (2、4、6、8、10) 
含有 500ng 蛋白 质 ， 如 图 所 示 。 奇 数 泳 道 (3、5、7、11) 含有 50ng 相同 蛋白 质 。 每 个 泳 道 最 上 面 的 
条 带 是 完整 目标 蛋白 。 泳 道 1 和 13 为 标准 蛋白 ， 泳 道 12 为 大 肠 杆 菌 蛋白 。(b) Far Western 印迹 分 
析 。 图 (a) 的 同一 块 胶 被 印迹 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 并 用 [*P] 人 半 乳 糖苷 酶 -CTD 标记 ， 磷 屏 成 像 。 
(Source: Journal of Biological Chemistry by Morris and Greenleaf. Copyright 2000 by Am. Soc. For Bi- 
ochemistry & Molecular Biol. Reproduced with permission of Am. Soc. For Biochemistry & Molecular Bi- 
ol. in the format Textbook via Copyright Clearance Center. ) 


ERR, MAE (GERERE) SMEA 
动 子 的 CTD 结合 ， 但 与 位 于 基因 内 部 的 CTD 没有 
结合 。 相 比 之 下 ， 无 论 CID 与 启动 子 的 距离 远近 ， 
甲 基 转移 酶 和 多 聚 腺 苷 酸化 因子 Hrpl/CFIB 都 可 以 
与 之 结合 。 因 此 ， 这 些 因 子 在 转录 的 起 始 和 延伸 过 
程 中 都 存在 于 转录 复合 物 中 。 此 外 ， 他 们 还 发 现 ， 
CTD 七 聚 体 heptad) 的 Ser5 在 复合 物 靠近 启动 子 
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时 被 磷酸 化 ， 但 在 延伸 的 后 期 却 不 被 磷酸 化 ;而 其 
Ser2 的 磷酸 化 与 Ser5 刚好 相反 ， 延 伸 过 程 ( 远 离 启 
DF) ARME FTI 〈 这 时 聚合 酶 仍 靠 近 启动 子 ) 
不 被 磷酸 化 。 

为 此 ，Buratowski 小 组 应 用 了 第 13 章 介绍 的 染 
色 质 免疫 沉淀 (ChP) 技术 ， 他 们 用 抗 加 帐 蛋 白 的 
抗体 和 抗 多 聚 腺 苷 酸化 蛋白 的 抗体 ， 免 疫 沉 淀 染 色 


质 ， 以 便 获 得 与 这 些 蛋白 质 相互 作用 的 聚合 酶 所 转 
录 的 染色 质 。 然 后 通过 PCR 鉴定 这 些 免疫 沉淀 的 染 
色 质 ，PCR 所 用 引物 是 扩 增 几 个 不 同 基因 的 靠近 启 
动 子 或 远离 启动 子 区 域 的 专 一 性 引物 。 

从 这 个 实验 中 得 出 的 其 中 一 个 可 能 的 结果 是 : 
用 抗 特 异性 蛋白 质 的 抗体 所 免疫 沉淀 的 染色 质 与 扩 
增 启动 子 附近 的 引物 可 产生 很 强 的 PCR 信号 ， 而 与 
扩 增 基因 内 部 引物 所 产生 的 PCR 信号 比较 弱 。 说 明 
该 蛋白 质 与 转录 复合 物 的 结合 发 生 在 转录 起 始 或 起 
始 不 久 ， 而 不 是 在 延伸 阶段 。 

图 15. 34 显示 了 利用 下 列 抗体 的 ChIP 实验 的 结 
果 ， 分 别 是 抗 酵母 加 帽 酶 鸟 苷 酸 转移 酶 (ecCegl) 
的 抗体 、 抗 酵母 多 聚 腺 苷 酸化 因子 (a-Hrp1) 的 抗 


图 15.34 与 3 种 酵母 基因 的 转录 复合 物 结合 的 
蛋白 质 的 ChIP 分 析 。Buratowski 小 组 进行 了 3 
种 蛋白 质 〈 加 帽 鸟 苷 酸 转移 酶 、 多 聚 腺 苷 酸化 
WF. RNA RAR II) Rpb3 W3) 与 转录 复 
合 物 靠近 或 远离 3 种 不 同 基因 (ADHI, 
PMA1、PDR5) 的 启动 子 时 的 结合 情况 的 ChIP 
分 析 。 用 下 列 抗体 免疫 共 沉淀 染色 质 ， 抗 加 帽 
AED ARF EME CoCegl) 的 抗体 、 抗 多 聚 腺 
苷 酸化 因子 ce Hrpl) 的 抗体 、 抗 RNA RA 
I Rpb3 亚 基 (a-HA-Rpb3) 的 抗体 。 用 于 每 个 
实验 的 抗体 在 左边 标 出 。 对 沉淀 的 染色 质 进行 
PCR，PCR 引物 可 特异 性 地 与 3 个 基因 的 启动 
子 区 或 内 部 编码 区 结合 ， 以 测定 转录 复合 物 是 
和 否 靠近 基因 的 启动 子 。 信 号 强 并 有 大 重 PCR 产 
物 表 明 靠近 或 远离 启动 子 的 相应 的 DNA 存在 于 
沉淀 的 染色 质 中 。 底 部 图 是 加 入 染色 质 的 PCR 
结果 ， 显 示 所 有 基因 在 免疫 沉淀 前 均 是 等 量 加 
人 。 每 个 图 的 最 后 一 个 泳 道 是 阴性 对 照 ， 其 引 
物 可 特异 性 地 与 染色 体 VII 上 、 基 因 间 未 转录 
的 区 域 结合 ， 该 区 域 存在 于 所 加 染色 质 中 , 但 
无 抗体 将 之 免疫 沉淀 。 (Source: Reprinted by 
permission of S. Buratowski from “Komarnitsky, 
Cho, and Buratowski (2000) Genes and Devel- 
opment v.14, pp. 2452-2460” © Cold Spring 
Harbor Laboratory Press. ) 


因此 ,通过 Rpbl 的 CTD 与 转录 复合 物 结合 的 
蛋白 质 有 一 个 动态 变换 。 有 一 些 只 在 转录 过 程 的 前 
期 出 现 ， 有 些 出 现 的 时 间 则 更 长 些 。 什 么 原因 使 结 
合 CTD 的 蛋白 质谱 发 生 改 变 呢 ? 已 经 知道 ， 转 录 过 
程 中 CTD 的 磷酸 化 状态 会 发 生 改变 ， 因 此 可 能 是 这 
一 特性 在 起 作用 。 

为 了 证 明 这 种 可 能 性 ，Buratowski 及 同事 用 直 
接 抗 CTD 七 聚 体重 复 中 专 一 性 磷酸 化 氨基 酸 (Ser2 
和 Ser5) 的 抗体 进行 了 ChIP 实验 。 图 15. 35 的 
ChIP 实验 发 现 ，Ser5 的 磷酸 化 主要 发 生 在 靠近 启动 
子 的 转录 复合 物 中 ， 而 Ser2 的 磷酸 化 发 生 于 远离 启 
动 子 的 转录 复合 物 中 。 随 着 转录 复合 物 离 开启 动 子 ， 


体 、 抗 酵母 RNA 聚合 酶 I 的 Rpb3 WH (HA- 
Rpb3) 的 抗体 。 以 每 个 抗体 的 免疫 共 沉淀 染色 质 进 
47 PCR, PCR 引物 是 扩 增 3 个 酵母 基因 的 启动 子 区 
和 基因 内 部 区 域 的 专 一 性 引物 ， 这 3 个 基因 分 别 是 
乙醇 脱 氢 酶 (ADHI)、 细 胞 A H* ATPase 
(PMA1) 、 多 种 药物 抗 性 因子 (PDR5)。 对 这 3 个 
基因 所 得 结果 一 致 ， 证 明 : 只 有 在 靠近 启动 子 时 ， 
乌 音 酸 转移 酶 〈( 加 帽 酶 ) 才 与 转录 复合 物 结合 ; 
四 多 聚 腺 苷 酸化 因子 与 远离 或 靠近 启动 子 的 转录 复 
合 物 都 可 以 结合 ， 而 RNA RAK Rpb3 亚 基 在 远离 
和 靠近 启动 子 的 转录 复合 物 中 都 出 现 了 ， 正 如 所 预 
期 的 一 样 。 


PMA1 


x 
Ss 
a 


ADH1 
一 一 一 


| 
\ 


> 编码 区 (844~1013) 
编码 区 (168--376) 
编码 区 (2018 一 2290 
编码 区 (1086~ 1344) 
编码 区 (2497~2763)| 
第 七 染色 体 基因 间 区 


CID 大 酸化 很 有 可 能 从 Ser5 转换 到 Ser2， 导 致 了 
一 些 RNA MIRA GWAS ERREN RF 
复合 物 ， 而 吸引 一 些 新 蛋白 质 。 图 15. 36 对 这 个 假 
说 进行 了 总 结 。 

小 结 “酵母 转录 复合 物 中 CTD Rpbl 的 磷酸 
化 状态 随 转录 进程 而 改变 。 靠 近 启动 子 的 转录 复 
合 物 含有 五 酸 化 的 Ser5， 而 远离 启动 子 时 ， 转 录 
复合 物 舍 有 确 酸 化 的 Ser2; 与 CIDMAMRA 
质 也 发 生 了 变化 。 例 如， 当 复合 物 靠近 启动 于 
时 ， 加 幅 酶 在 转录 早期 而 不 是 晚期 出 现 ; 相反 ， 
SRAM T Hep! AAEM RLF 
转录 复合 物 都 出 现 。 
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图 15.35 转录 不 同 阶段 RNA RAN 
H AY CD 磷酸 化 状态 的 ChIP 分 析 。 
Buratowski 及 同事 利用 ChIP 实验 检 
W RNA 聚合 酶 II CTD Rpbl 亚 基 的 
两 种 磷酸 化 形式 与 染色 质 靠 近 或 远离 
两 个 基因 启动 子 的 结合 . (a) ADHI 
基因 的 转录 。 用 抗 七 聚 体 Ser2 和 
Ser5 都 磷酸 化 的 CTD 的 抗体 免疫 沉 
淀 染 色 质 ， 抗 体 在 图 的 左边 标 出 〈 分 
别 为 eCTD-S2-P 和 oCTD-S5-P)。 
然后 对 沉淀 的 染色 质 进行 PCR，PCR 
引物 可 特异 性 地 扩 增 靠近 启动 子 或 远 
离 启动 子 或 基因 间 的 区 域 ， 如 图 顶部 
所 示 。(b) PMAL 基因 的 转录 。 用 抗 
Ser2 上 磷酸 化 或 未 磷酸 化 CTD 的 抗 
体 免疫 沉淀 染色 质 ， 抗 体 在 图 的 左边 
标 出 。PCR 引物 如 图 顶部 所 示 ， 可 特 
异性 地 扩 增 启动 子 或 逐渐 远离 启动 子 
的 区 域 (CDS 编码 序列 )。 在 两 个 图 
的 底部 都 给 出 了 染色 质 加 样 量 对 照 。 
(Source; Reprinted by permission of 
S.Buratowski from “ Komarnitsky, 
Cho, and Buratowski (2000) Genes 
and Development v.14, pp. 2452- 
2460” © Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press. ) 


切割 和 多 聚 腺 
苷 酸化 复合 体 


图 15.36 CID 介 导 RNA 加 工 过 程 的 假说 。 (a) RNA 聚合 酶 (红色 ) 已 经 开始 合成 新 生 RNA (RE). 
部 分 磷酸 化 的 CTD 吸引 了 加 帽 复合 物 〈 黄 色 )。 新 RNA 一 转录 出 来 ， 加 蜗 复 合 物 就 给 它 加 上 一 个 帽子 。 
(b) CTD 被 进一步 磷酸 化 〈 推 测 包括 从 Ser5 磷酸 化 转换 到 Ser2 磷酸 化 ， 并 吸引 了 剪接 复合 物 〈 蓝 色 )， 剪 
接 复 合 物 在 转录 时 就 界定 外 显 子 ， 并 剪接 外 显 子 间 的 内 含 子 .(c) CTD 结合 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 复合 物 
EE) BAAR RAM RT, HIF RBI AS RAR LIL. (Source: Adapted from Or- 
phanides, G. and D. Reinberg, A unified theory of gene expression. Cell 108 [2000] p. 446, f. 3.) 
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转录 终止 与 mRNA 3 ' 端 加 工 的 
偶 联 

对 下 类 基因 的 转录 终止 的 研究 十 分 困难 ， 主 要 
是 因为 成 熟 mRNA 的 3 端 与 终止 位 点 不 一 致 。 正 如 
我 们 已 经 学 过 ， 长 的 前 体 mRNA 必须 在 其 多 聚 腺 苷 
酸化 位 点 被 前 切 ， 然 后 进行 多 聚 腺 苷 酸化 。 这 样 就 
产生 了 一 个 相对 稳定 的 mRNA， 但 其 3' 端 却 不 稳 
定 ， 会 很 快 被 降解 。 正 是 这 个 不 稳定 部 分 的 3' 端 是 
mRNA 的 终止 位 点 。 尽 管 很 困难 ， 但 仍 有 几 个 研究 
者 成 功 地 研究 了 开 类 基因 的 转录 终止 ， 发 现 终止 与 
多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 前 切 相 偶 联 ， 这 两 个 过 程 相互 
依赖 。 确 实 ， 新 生 RNA 在 终止 位 点 的 剪 切 也 许 会 
早 于 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 剪 切 。 

首先 ， 我 们 如 何 知道 转录 终止 与 mRNA 加 工 相 


(a) (b) 


pGCyct 
pGoyct-512 


ACT! ip dy 


6 
pGcyot-512 IDILI 


偶 联 呢 ? Proudfoot 及 同事 通过 酵母 AE RE AY 
研究 证 明了 这 种 关联 。 特 别 是 他 们 检测 了 酿酒 酵母 
CYC! 基因 ， 发 现 参 与 剪 切 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 蛋 
白质 突变 会 抑制 终止 ， 而 参与 多 聚 腺 苷 酸化 自身 的 
蛋白 质 突变 对 终止 没有 影响 。 

Proudfoot 及 同事 将 CYCI 基因 克隆 到 质粒 
《pCYC1) 中 ， 该 质粒 可 以 在 强 启动 子 GAL1/10 下 
表达 。 同 时 还 构建 了 一 个 相似 的 载体 〔pGeycl- 
512)， 在 其 CYC1 基因 的 末端 缺乏 通常 的 多 聚 腺 苷 
酸化 信号 。 然 后 用 这 些 质 粒 转化 酵母 细胞 ， 用 
Northern 印迹 检验 基因 的 表达 水 平 。 图 15. 37a 显 
示 ， 多 育 腺 苷 酸化 位 点 的 缺失 极 大 地 降低 了 基因 的 
表达 量 。 作 为 对 照 的 看 家 基因 (ACTI) 在 两 个 样品 
的 表达 量 相同 ， 表 明 CYC1 信号 的 缺失 不 是 由 加 样 
量 不 同 或 转 膜 不 同 造成 的 。 
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图 15. 37 ”转录 终止 与 多 聚 腺 苷 酸化 的 偶 联 。 (a) Northern 印迹 分 析 。Proudfoot 及 同事 将 含有 野生 型 基因 
《pCYC1) 或 缺失 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 〈pGceycl-512) 基因 的 细胞 转录 物 进行 Northern 印迹 。 然 后 将 印迹 膜 与 
标记 的 CYC 探 针 杂交 。 第 一 次 杂交 后 ， 洗 去 印迹 ， 用 肌 动 蛋白 基因 探 针 (ACTI) 再 次 杂交 ， 作 为 印迹 效 
率 的 对 照 (b) 用 于 核 连 级 转录 分 析 的 区 域 图 。 将 酵母 CYCI 基因 克隆 到 质粒 中 置 于 强 启动 子 GAL1/10 
(GALp, 绿色) 的 控制 下 ， 然 后 转化 酵母 细胞 。 进行 核 连 继 分 析 时 ， 斑 点 印迹 长 度 和 位 置 都 已 知 的 片段 
1 一 6。 片 段 2 的 多 聚 腺 背 酸 化 位 点 已 标 出 〈 红 色 )。(c) 连 绷 分 析 结 果 。 用 标记 的 转 染 了 不 同 基因 的 细胞 连 级 
转录 物 与 片段 1 一 6〈 图 b) 的 斑点 印迹 膜 杂 交 ， 转 染 的 基因 为 野生 型 或 突变 CYC] 基因 ， 如 图 左边 所 示 。M 
是 M13 DNA， 阴 性 对 照 .(Source: Birse et al. , Science 280; p.299. © 1988 by the AAAS. ) 


pGeycl-512 表达 很 弱 的 原因 之 一 可 能 是 没有 合 
适 地 终止 转录 。 为 了 确定 终止 是 否 真 的 失败 了 。 


B3 (多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 下 游 )， 因 为 没有 与 片段 
4 杂交 的 转录 物 。 但 是 突变 基因 的 转录 却 远 远 超过 


Proudfoot 及 同事 进行 了 如 下 的 核 连 级 分 析 《nuclear 
run-on analysis)。 将 CYCI 基因 的 不 同 片段 进行 广 
点 印迹 ， 其 中 包括 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 下 游 约 800bp 
的 片段 ， 如 图 15. 37b 所 示 。 然 后 与 转 染 了 不 同 基因 
的 细胞 连 级 RNA 杂交 ， 转 染 的 基因 为 野生 型 CYC1 
基因 或 缺失 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 突变 基因 。 图 
15. 37c 显示 实验 结果 。 野 生 型 基因 的 转录 终止 于 片 


了 正常 的 终止 位 点 ， 至 少 到 了 片段 6， 表 明正 常 终 
止 失 败 了 。 

我 们 已 经 学 过 ， 多 育 腺 苷 酸化 实际 上 包含 两 个 
ER. RNA 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 。 理 论 上 讲 ， 两 者 
之 一 可 能 与 终止 偶 联 。 为 了 验证 这 个 假设 ，Proud- 
foot 及 同事 进行 了 另 一 个 连 级 转录 分 析 ， 所 用 酵母 
RRA AS R E E AR ALF AE A E E e 
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感 突变 型 。 同 样 ， 他 们 先 做 了 Northern 印迹 ， 发 现 
所 有 突变 体 在 非 允许 温度 下 CYC] mRNA 的 表达 量 
都 很 低 。 同 样 ， 转 录 物 的 多 聚 腺 苷 酸化 失败 或 转录 
终止 的 失败 都 导致 了 转录 物 的 不 稳定 性 。 

连 级 转录 分 析 给 出 了 更 为 完整 的 答案 。 有 些 突 
变 引 起 终止 失败 ， 而 有 些 却 不 引起 终止 失败 。 其 中 
是 否 存 在 某 种 模式 呢 ? 确实 有 ! 前 一 组 基因 ( 译 者 
注 ， 突 变 可 引起 终止 失败 的 基因 ) 编码 的 蛋白 质 参 
与 多 育 腺 苷 酸化 之 前 的 剪 切 ， 而 后 一 组 基因 ( 译 者 
TE: 突变 不 引起 终止 失败 的 基因 ) 编码 的 蛋白 质 参 
与 剪 切 后 的 多 聚 腺 昔 酸 化 。 因 此 ， 看 起 来 在 多 聚 腺 
华 酸 化 位 点 的 剪 切 而 不 是 多 聚 腺 苷 酸化 本 身 ， 与 转 
录 终 止 相 偶 联 。 

我 们 知道 ， 前 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 因子 与 RNA 
聚合 酶 II 中 Rpbl 亚 基 的 CTD 相关 。 转 录 终 止 过 程 
需要 活性 剪 切 因子 的 结果 提示 ，CTD 在 终止 以 及 
mRNA 的 其 他 成 熟 过 程 中 发 挥 作用 。 在 下 一 节 我 们 
将 回 到 这 一 话题 。 

小 结 ERE ERAT ELAI ESE 

腺 苷 酸化 位 点 上 进行 剪 切 的 活性 因子 都 是 转录 终 
止 所 必需 的 《至 少 在 酵母 中 是 这 样 )。 剪 切 过 的 
pre-mRNA 进行 多 聚 腺 苷 酸化 的 活性 因子 并 不 是 
终止 所 必需 的 。 


终止 的 机 制 


Michael Dye 和 Proudfoot 在 2001 4EXtA BMI e- 
球 蛋 白 基 因 的 转录 终止 做 了 深入 的 研究 。 得 到 了 以 
FAR: 〇 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 下 游 区 域 对 于 终止 
非常 重要 ; OME RM, AS RAR RICH 
下 游 的 不 同位 点 进行 前 切 是 终止 所 必需 的 ，@ 这 种 
转录 物 剪 切 是 共 转 录 性 的 《〈cotranscriptionally)， 推 
测 可 能 先 于 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 的 剪 切 。 后来， 他 
们 在 2004 年 发 现 新 生 转录 物 的 前 切 是 一 个 自我 催化 
事件 ，RNA 分 子 可 以 自行 剪 切 。 

2001 年 ，Dye 和 Proudfoot 把 含有 1. 7kb 3' M 
区 的 人 有 球 重 白 基 因 转 人 质粒 ， 该 质粒 由 人 免疫 缺 
陷 型 病毒 CHIV) 的 强 增强 子 -启动 子 组 合 控制 。 然 
后 用 质粒 转 染 可 以 表达 人 B 球 蛋白 基因 的 HeLa 细 
胞 。HIV 增强 子 -启动 子 的 优点 是 ， 其 转录 直接 依赖 
于 一 个 叫做 Tat 的 病毒 反 式 激活 因子 (transactivat- 
ing factor)， 所 以 通过 加 入 或 移 去 Tat 就 能 够 很 容易 
地 使 转录 开启 或 关闭 。 

接 下 来 ， 研 究 者 对 克隆 的 基因 进行 核 连 级 分 析 ， 
并 把 实验 结果 与 B 球 蛋白 基因 在 天 然 染色 体 上 由 其 
自己 的 启动 子 控制 所 做 的 结果 进行 比较 。 图 15. 38a 
是 f# 球 蛋白 基因 ， 包 含 下 游 序列 、 自 己 的 启动 子 及 
核 连 级 实验 结果 。 从 中 可 以 发 现 ， 转 录 在 经 过 位 于 
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ERRERA FUE 1. 7kb 的 10 区 后 仍然 能 继 
续 。 图 15. 38b 是 克隆 的 受 HIV 增强 子 -启动 子 控制 
的 B 球 蛋白 基因 的 图 谱 和 核 连 级 实验 结果 ， 从 中 看 
出 转录 在 经 过 10 区 后 仍然 继续 ， 但 转录 强度 明显 下 
降 。10 区 后 的 DNA 包括 载体 的 A 区 、B 区 和 HIV 
增强 子 -启动 子 的 U3 区 。 因 此 ， 终 止 发 生 在 10 区 附 
近 ， 转 录 和 终止 在 构建 的 质粒 中 ， 似 乎 都 能 正常 
进行 。 
3“ 非 编码 区 域 
1.7 kb 
Bat 5 6 7 8 910 Alu rpt. 


(a) 


pwt 


图 15.38 对 于 天 然 及 克隆 了 球 蛋白 基因 的 核 连 纺 
分 析 。 (a) 基因 在 染色 体 上 的 情况 。 显 示人 的 基 
W, 包括 启动 子 (紫色 箭头 所 示 为 转录 起 点 )、 编 
码 区 〈 红 色 ) 、 多 聚 腺 苷 酸 位 点 (PA) 及 1.7kb 的 
下 游 序列 〈4 一 10) 区 。 下 方 的 图 是 核 连 缀 分 析 结 
R, 包括 3 一 10 区 及 2 个 对 照 M 及 H， 其 中 M 为 
阴性 对 照 ， 是 噬菌体 M13 DNA; H 为 阳性 对 照 ， 
是 人 组 蛋白 DNA， 由 RNA RAN IIE. Cb) 在 
HIV 增强 子 -启动 子 控制 下 的 基因 。HIV 增强 子 区 
( 蓝 色 )、HIV 启动 子 区 (黄色 )、 转 录 起 始 位 点 
(紫色 箭头 ) 及 编码 区 (红色 )，A、B 区 属于 克隆 
载体 部 分 。 该 图 下 面 是 核 连 纹 分 析 结 果 。M、HH 的 
含义 与 图 (a) 相同 ，VA 代表 腺 病毒 VA 基因 与 
B 球 蛋白 质粒 共 转 染 ， 由 RNA 聚合 酶 II 转录 。5S 
表示 与 5S rRNA 探 针 杂交 ， 检 测 5S rRNA 基因 由 
RNA 聚合 酶 II 转录 的 情况 。 (Source: Reprinted 
from Cell v.105, Dye and Proudfoot, p.670 © 
2001, with permission from Elsevier Science. ) 


之 后 ，Dye 和 Proudfoot 缩小 了 3 "侧翼 区 里 对 转 


录 终 止 十 分 重要 的 区 域 。 他 们 删除 该 区 域 的 部 分 基 
因 并 用 核 连 级 实验 检测 终止 是 否 仍然 发 生 。 结 果 发 
R, 一 方面 ,删除 8 一 10 区 可 以 阻止 终止 发 生 ,， 所 
以 4~7 区 不 足以 引起 转录 终止 。 另 一 方面 ， 删 除 
5 一 8 区 保留 9 一 10 区 或 者 删除 5 一 9 区 仅 保留 10 区 ， 
转录 也 会 终止 。 最 值得 注意 的 是 ， 当 删除 4 区 下 游 
的 所 有 区 域 ， 只 保留 8 区 时 ， 转 录 会 终止 。 因 此 ， 
区 域 8、9 和 10， 单 独 或 在 一 起 时 都 可 以 导致 转录 
终止 。 

由 于 第 8 区 (第 9、10 区 也 是 如 此 ) 看 上 去 含 
有 能 让 合成 中 的 转录 物 受 到 剪 切 的 终止 序列 ， 
Proudfoot 及 同事 将 这 段 序 列 命名 为 共 转录 剪 切 元 件 


200 
CoTC 元 件 ， 


o 


(a) 


(cotranscriptional cleavage element, CoTC 元 件 )。 
2004 4, Proudfoot 和 Alexander Akoulitchev 及 同 
BART CoTC 元 件 的 重要 秘密 : 它 自身 编码 一 个 
催化 结构 域 ， 此 结构 域 可 剪 切 合成 中 的 RNA 分 子 。 
将 含有 全 长 CoTC 元 件 的 转录 物 与 Mg*+ 和 GTP 一 
起 温 育 ， 发 现 该 转录 物 的 半 训 期 只 有 38min， 比 对 
照 RNA 的 降解 快 得 多 。 通 过 在 CoTC 元 件 内 部 进行 
删除 ， 他 们 将 自身 催化 位 点 定位 于 CoTC 元 件 5' 端 
下 游 的 200nt 序列 [CoTC (r)] (图 15.39), 3X BE 
200nt 序列 的 体外 半衰期 只 有 15min。 而 含有 50~ 
150nt BEF MB BY FE BEF A (mus) 没有 自身 催化 
活性 。 


800bp 
FER BY TCE 


CoTC 不 同 部 位 的 缺失 突变 


(b) 
100 1-323 (- GTP) 
50-150 (+ GTP) = muta 
£ 
2 
& 1-800 (— GTP) 
点 
中 
& soj 1-800 (+ GTP) 
2 
4 
x 
4 
1-323 (+ GTP) 
A 1-200 (+ GTP) = CoTC(r) 
1 
60 120 
时 间 /min 
图 15.39 CoTC 元 件 内 催化 位 点 的 确定 。(a) 突变 体 。Proudfoot 和 Akoulitchev 及 同事 从 800bp 的 


CoTC 元 件 〈 顶 部 ， 红 色 柱 ) 开始 ， 进 行 删除 突变 ， 获 得 不 同 突变 体 ， 其 转录 物 如 下 面 EEH) 所 示 。 
删除 部 分 以 柱 中 空缺 表示 。 突 变 体 RNA 中 仍 保留 催化 活性 在 左边 用 十 表示 。 稍 头 指向 CoTC (r)， 保留 
1~200nt 的 RNA， 具 有 催化 活性 。mwtA: 保留 50 一 150nt 的 RNA， 不 具 催化 活性 .(b) 实验 结果 。 将 
反应 体系 中 所 残留 的 全 长 RNA 对 反应 时 间作 图 。 从 图 中 可 以 看 出 反应 过 程 需要 GTP， 而 含有 1 一 200nt 
的 CoTC (r) 具有 完整 催化 活性 . (Source: Adapted from A. Teixeira et al. ，Autocatalytic RNA cleavage 
in the human beta-globin pre-mRNA promotes transcription termination. Nature 432: 526, 2006. ) 
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CoTC 元 件 对 转录 终止 很 重要 吗 ? 为 了 找到 答 
案 ， 研 究 者 将 # 球 蛋白 基因 连接 到 质粒 中 ， 然 后 转 
Ye HeLa 细胞 。 他 们 还 用 B 球 蛋白 基因 末端 CoTC 
元 件 的 突变 体形 式 进行 了 替换 ， 突 变 CoTC 元 件 有 
CoTC (D (最 小 自身 催化 元 件 ) 和 mutA (RK A 
身 催化 活性 的 元 件 )。 然 后 用 核 连 缀 反应 分 析 转 录 是 
否 能 正常 终止 。 结 果 发 现 ， 末端 含有 CoTC (r) 元 
件 的 转录 物 能 像 野 生 型 序列 一 样 终止 转录 ， 而 含有 
mutA 元 件 的 转录 物 在 正常 终止 位 点 之 后 还 能 继续 转 
录 。 用 其 他 突变 CoTC 元 件 进行 相同 实验 ， 发 现 
CoTC 元 件 的 自身 催化 活性 与 其 终止 转录 的 活性 非 
常 吻合 。 由 此 看 来 ， 自 身 剪 切 活性 对 于 正确 的 转录 
终止 是 必要 的 。 

那么 ， 是 否 真 核 基因 的 转录 终止 都 需要 一 个 能 
自身 催化 的 类 似 CoTC 的 元 件 呢 ? 研究 表明 ， 灵 长 
类 生物 的 # 球 蛋白 基因 确实 含有 一 个 保守 的 CoTC 


(a) 


poly(A) 位 点 


元 件 ， 其 催化 活性 的 核心 区 域内 保守 性 最 高 。 但 是 
在 亲缘 关系 稍 远 的 物种 没有 检测 到 类 似 元 件 ， 可 能 
是 由 于 序列 变异 程度 比较 大 的 缘故 。 然 而 ， 仅 从 序 
列 本 身 还 不 能 将 CoTC 元 件 鉴定 为 自 剪 切 性 核 酶 
(self-cleaving ribozyme), Bilt, BS HRA poly 
CA) 位 点 下 游 可 能 存在 类 似 CoTC 的 元 件 。 

延伸 中 的 RNA 分 子 在 CoTC 或 其 他 位 点 的 剪 切 
就 足以 引起 转录 终止 吗 ? 可 能 不 是 ， 因 为 目前 有 证 
据 表明 另 有 一 种 现象 ， 当 RNA 聚合 酶 延伸 到 poly 
(A) 位 点 之 后 , 它 会 被 “鱼雷 ” 炸 掉 (torpedoed). 
图 15. 40 展示 了 该 爆破 过 程 的 机 制 ， 与 第 6 章 学 过 
的 依赖 p 因子 的 转录 终止 机 制 很 相似 。 首 先 ，RNA 
分 子 在 CoTC 或 其 他 位 点 剪 切 ， 然 后 外 切 核酸 酶 结 
合 到 新 形成 的 RNA 末端 开始 降解 ， 追 赶 仍 在 进行 
合成 的 RNA 聚合 酶 。 当 外 切 核酸 酶 追 上 聚合 酶 时 ， 
对 其 进行 “鱼雷 式 攻击 ”终止 转录 过 程 。 


RNAI fr 


WORE K 
BEF AR A 


5 一 3” 外 切 核酸 酶 


图 15.40 人 了 球 蛋白 基因 转录 终止 的 鱼雷 模型 。(a) RNA RAK (ELH) 转录 poly (A) 
位 点 (黄色 ) 和 CoTC 位 点 HE). WHASRRARMLAF GRE) 同时 结合 到 poly 
CA) 位 点 和 聚合 酶 的 CTD 上 .(b) 剪 切 和 多 腺 苷 酸化 过 程 完成 ，mRNA 获得 其 poly (A) 
尾巴 。 转 录 物 的 CoTC 序列 则 经 历 自我 剪 切 ， 而 且 Xm 外 切 核酸 酶 〈 橙 色 ) 结合 到 新 产生 
的 RNA 的 5 端 .(c) Xrn2 一 个 核 苷 酸 一 个 核 苷 酸 地 降解 延伸 中 的 RNA， 并 追 上 RNA 聚合 
酶 ， 以 某 种 方式 将 其 破坏 ， 使 RNA 聚合 酶 脱离 模板 ， 终 止 转录 。 


在 人 B 球 蛋白 基因 中 ,根据 鱼雷 式 攻击 模型 ， 
延伸 中 的 转录 物 在 CoTC 位 点 剪 切 之 后 ， 为 最 终 破 
坏 聚合 酶 的 5 一 3' 外 切 核酸 酶 提供 了 一 个 登陆 位 点 。 
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如 果 确 实 如 此 的 话 ， 那 么 耗竭 细胞 中 的 相关 5' 一 3 
外 切 核酸 酶 应 该 干扰 转录 的 正确 终止 。 为 了 验证 这 
一 点 ，Proudfoot 及 同事 利用 RNAi (第 16 章 ) 对 人 


的 5' 一 3' 外 切 核 酸 酶 Xm2 进行 了 表达 “项 低 ” 
《knock-down) 。 他 们 将 细胞 内 Xrn2 的 活性 降低 到 只 
有 正常 值 的 25%， 然 后 用 核 连 缀 实验 对 转录 终止 进 
行 检测 。 发 现 Xrn2 活性 的 降低 使 正常 终止 的 转录 物 
减少 了 二 至 三 成 。 也 就 是 说 ， 有 二 至 三 成 的 转录 物 
会 延伸 到 正常 终止 位 点 之 后 。 

Proudfoot 及 同事 认为 在 poly (A) 位 点 而 不 是 
在 CoTC 位 点 进行 的 剪 切 可 能 是 Xrn2 的 登陆 位 点 。 
如 果真 是 这 样 ， 那 么 在 poly (A) 位 点 和 CoTC 位 
点 之 间 的 RNA 的 耗竭 在 Xrn2 抑制 细胞 内 要 低 于 未 
处 理 的 细胞 。 但 是 RNase 保护 实验 表明 ， 在 Xrn2 
“ 蔽 低 ” 细 胞 和 未 处 理 细胞 内 ， 从 poly CA) 位 点 到 
CoTC 位 点 之 间 转 录 物 的 水 平 并 没有 差异 。 

是 否 位 于 CoTC 区 域 5 端的 任 一 位 点 都 可 以 作 
为 Xrn2 的 登陆 位 点 呢 ? Proudfoot 及 同事 用 构 头 状 
核 酶 〈hammerhead ribozyme) 序列 蔡 代 正常 CoTC 
序列 ， 希 望 能 从 中 找到 答案 。 这 种 梳头 状 核 酶 是 可 
以 自身 剪 切 的 RNA， 在 末端 生成 5-OH, 而 CoTC 
自身 剪 切 生成 5 -磷酸 基 团 。 核 连 级 分 析 表 明 ， 尽 管 
构 头 状 核 酶 能 够 对 延伸 中 的 B 球 蛋白 转录 物 进行 前 
切 , 但 是 其 下 游 的 RNA 并 没有 被 降解 ， 正 如 细胞 
中 含有 正常 CoTC 序列 的 转录 物 一 样 。 因此， 为 了 
启动 对 下 游 RNA 序列 的 降解 ，Xrn2 需要 由 CoTC 
提供 的 5 -磷酸 基 团 。 

对 转录 进行 终止 的 鱼雷 麦 炸 机 制 能 广泛 适用 于 
其 他 生物 吗 ? Jack Greenblatt, Steven Buratowski 及 
同事 在 酵母 中 发 现 了 一 个 能 够 启动 转录 终止 的 
5 一 3' 外 切 核 酸 酶 ， 称 为 Ratl 。 目 前 还 没有 证 据 表 
明 酵 母 含有 CoTC 元 件 ， 因 此 只 能 假设 转录 物 在 
poly (A) 位 点 被 剪 切 之 后 ，Ratl 就 结合 上 去 并 开始 
追逐 RNA 聚合 酶 ， 追 上 之 后 对 其 进行 爆破 。 

小 结 RNA 聚合 酶 -了 引起 的 转录 终止 分 两 
个 阶段 。 首先， 转录 要 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 下 游 

的 终止 区 进行 共 转录 剪 切 〈CoTC)。 这 一 步骤 的 
发 生 早 于 poly (A) 位 点 的 前 切 及 多 聚 腺 苷 酸化 ， 
并 且 不 依赖 于 这 一 过 程 。 第 二 步 ， 在 poly (A) 
位 点 发 生 的 剪 切 及 多 聚 腺 苷 酸化 给 延伸 中 的 
RNA 聚合 酶 发 出 脱离 模板 的 信号 。 至 少 在 某 些 
基因 内 ， 这 种 脱离 信号 是 由 “鱼雷 ”传递 的 : 对 
人 的 B 球 蛋白 转录 物 而 言 ， 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 下 
游 的 CoTC 元 件 是 一 种 能 够 进行 自我 剪 切 的 核 
酶 ， 剪 切 之 后 产生 一 个 5 端 。 这 种 剪 切 对 于 转录 
终止 是 必需 的 ， 因 为 它 为 Xm 提供 了 一 个 登陆 
位 点 。 而 Xm2 是 一 个 于 一 3 的 外 切 核酸 酶 ， 结 
合 到 RNA 分 于 之 后 就 开始 一 边 降解 RNA 一 边 追 
ERNA REM., MC LRAM. WHT 
“又 炸 "， 从 而 终止 转录 * 酵母 中 也 发 现 类 似 的 鱼 


‘HAA. poly (A) 位 点 的 剪 切 为 :5'-=3/ 的 
外 切 核酸 栈 Ratl 提供 了 结合 位 点 ，Ratl 一 边 降 
解 RNA 一 边 追赶 RNA 罕 合 酶 ， 扎 上 之 后 就 终止 
转录 过 程 。 


多 聚 腺 音 酸 尾 在 mRNA 转运 中 
的 作用 

自 1991 年 以 来 ， 我 们 就 知道 多 聚 腺 华 酸 尾 在 
成 熟 mRNA 转运 出 核 过 程 中 发 挥 重要 作用 。 当 时 
Max Birnstiel 及 同事 用 实验 证 明 当 细菌 的 新 丛 素 基 
因 转 至 猴 COS) 细胞 时 ， 其 转录 物 被 留 在 核 内 。 他 
们 推测 细菌 基因 缺少 多 聚 腺 苷 酸 信号 ， 会 形成 无 成 
Wi 3 端的 转录 物 ， 这 可 能 是 其 不 能 转运 到 细胞 质 的 
原因 。 

为 了 证 实 这 一 假设 ， 他 们 给 新 侮 素 基因 加 上 了 
一 个 哺乳 动物 的 P 珠 蛋白 基因 的 强 多 聚 腺 苷 酸化 信 
号 ， 可 以 使 新 霉 素 转录 物 多 聚 腺 苷 酸化 。 结果， 转 
录 物 有 效 地 从 核 转 运 到 了 细胞 质 。 

2001 年 ，Patricia Hilleren 及 同事 对 poly (A) 
聚合 酶 基因 温度 敏感 型 的 酵母 突变 株 进 行 了 研究 。 
这 些 细胞 在 非 允许 温度 下 就 停止 新 生 转 录 物 的 多 聚 
腺 苷 酸化 。 他们 特别 关注 SSA4 基因 的 转录 物 ， 这 
是 个 热 激 基因 ， 当 移 至 不 允许 温度 时 ， 其 转录 物 就 
会 积累 。 通 过 荧光 原 位 杂交 (FISH) 显示 ，SSA4 
转录 物 仍 在 核 的 小 区 域 (small foci) 内 ， 靠 近 转录 
的 部 位 。 在 野生 型 细胞 或 在 允许 温度 下 的 突变 细胞 
中 ， 在 核 内 检测 不 到 这 种 转录 物 ， 推 测 它们 经 过 多 
聚 腺 苷 酸化 后 被 转运 至 细胞 质 了 。 这 些 结果 再 次 证 
实 多 聚 腺 苷 酸化 是 mRNA 主动 转运 出 核 所 必需 的 ， 
未 加 poly CA) 尾 时 ， 转 录 物 甚至 不 会 远离 其 转录 
位 点 。 

小 结 ERREAL F mRNA 从 核 内 的 
合成 部 位 转运 到 细胞 质 是 必需 的 。 
总 结 


8a 


帽子 是 分 步 合成 的 。 首 先 ，RNA 焦 磷酸 酶 将 前 
体 mRNA 末端 的 磷酸 基 团 去 掉 ， 之 后 鸟 背 转移 酶 在 
此 末端 加 上 GMP (来 源 于 GTP)。 然 后 ， 两 个 甲 基 
转移 酶 分 别 将 鸟 苷 第 7 位 的 N 和 倒数 第 二 个 碱 基 2'- 
OH 甲 基 化 。 这 一 系列 事件 发 生 在 RNA 链 延 伸 到 
30 个 核 背 酸 之 前 的 转录 早期 。 对 多 数 mRNA 而 言 ， 
帽子 能 够 确保 至 少 有 些 前 体 mRNA 的 正确 剪接 、 促 
进 成 熟 mRNA 转运 出 核 外 、 保 护 mRNA 不 被 降解 、 
增加 mRNA 的 可 译 性 。 

绝 大 多 数 真 核 生 物 的 mRNA 及 其 前 体 在 3' 端 都 
有 一 段 约 250nt 的 多 聚 腺 苷 酸 残 基 链 。 这 段 poly 
(A) 是 在 转录 之 后 被 poly (A) 聚合 酶 加 上 的 。 
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poly (A) 可 以 同时 加 强 mRNA 的 稳定 性 和 翻译 能 
力 ， 这 两 个 方面 的 相对 重要 性 因 不 同 的 系统 而 不 同 。 

真 核 细胞 基因 的 转录 超出 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 ， 
然后 转录 物 被 剪 切 并 产生 被 多 聚 腺 苷 酸化 的 3 端 。 
有 效 的 哺乳 动物 多 聚 腺 苷 酸化 信号 的 组 成 应 该 是 在 
其 前 体 mRNA 的 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 上 游 约 20nt 处 
有 一 个 AAUAAA 序列 ， 接 着 23 一 24bp 处 有 一 个 富 
GU 区 ， 紧 接 一 个 富 U 区 。 这 些 区 域 会 有 一 定 的 变 
异 ， 从 而 导致 多 聚 腺 苷 酸化 效率 的 变化 。 植 物 的 多 
聚 腺 苷 酸化 信号 通常 也 具有 AAUAAA 序列 ， 只 是 
这 个 序列 在 植物 中 比 动物 中 有 更 高 的 变异 性 。 酵 母 
的 多 聚 腺 苷 酸化 信号 更 为 不 同 ， 其 中 很 少 包含 
AAUAAA 序 列 。 

多 聚 腺 背 酸 化 的 发 生 需 要 前 体 mRNA 的 剪 切 和 
在 剪 切 处 的 多 聚 腺 苷 酸化 。 在 哺乳 动物 中 ， 剪 切 反 
应 的 发 生 需 要 CPSF, CstF, CFI, CFII, poly (A) 
RAMM RNA RAM I (尤其 是 Rpbl 亚 基 中 的 
CTD)。 具 有 与 新 生 mRNA 类 似 3 端的 短 RNA 能 
够 被 多 聚 腺 苷 酸化 。 剪 切 底 物 的 最 佳 多 聚 腺 苷 酸化 
起 始 信号 是 AAUAAA 及 其 后 连接 的 至 少 8 PBT 
酸 。 一 旦 poly (A) 达到 10nt, HF RAS RRE 
酸化 将 不 青 依赖 于 信号 AAUAAA， 而 是 依赖 于 po- 
ly (A) 本 身 。 参 与 多 聚 腺 苷 酸化 起 始 过 程 的 两 个 蛋 
白质 是 poly (A) 聚合 酶 和 结合 到 AAUAAA 基 序 
上 的 CPSF, 

poly (A) 的 延伸 需要 一 个 称 为 poly (A) 结合 
EA T (PABID 的 特殊 因子 。 这 个 蛋白 质 结合 到 已 
经 起 始 合成 的 守 聚 A 上 ， 并 通过 poly (A) RAB 
把 poly (A) 延长 到 250nt REK., PABI 独立 于 信 
号 序列 AAUAAA 而 起 作用 ， 它 仅 依赖 于 poly 
(A)， 但 其 活性 可 被 CPSF 加 强 。 

对 小 牛 胸腺 多 聚 腺 苷 酸 酶 可 能 是 至 少 3 种 cD- 
NA 的 混合 物 ， 由 不 同 的 选择 性 RNA 剪接 过 程 产 
生 。 根 据 这 些 序列 预测 的 酶 结构 包括 一 个 RNA 结 
AK 〈(RBD)、 一 个 多 聚 酶 模块 〈(PM) 、 两 个 核定 位 
信号 CNLS1 和 2) 和 几 个 丝氨酸 / 苏 氨 酸 富 含 区 
(S/T)。 靠 后 的 区 域 ， 但 不 是 其 余 的， 是 体外 酶 活 
性 非 必需 的 。 

poly (A) 在 细胞 质 中 更 新 。RNA 酶 使 其 缩短 ， 
poly (A) 聚合 酶 再 让 它 延 长 。 当 poly (A) BR 
时 ，mRNA 也 就 面临 降解 了 。 细 胞 质 中 母系 mRNA 
的 成 熟 特异 性 多 聚 腺 苷 酸化 依赖 于 两 个 基 序 一 一 接 
近 mRNA 未 端的 AAUAAA 序列 和 称 为 细胞 质 多 聚 
腺 苷 酸化 元 件 的 上 游 序列 〈(CPE)， 后 者 是 一 个 
UUUUUAU 序列 或 与 之 类 似 的 序列 。 

帽子 和 poly (A) 在 剪接 过 程 中 发 挥 作用 ， 至 
少 在 对 最 靠近 mRNA 两 端 内 含 子 的 切除 中 起 作用 。 
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第 一 个 内 含 子 从 前 体 mRNA 中 的 切除 依赖 于 帽子 。 
这 个 作用 可 能 被 参与 剪接 体形 成 的 帽子 结合 复合 物 
CBC 所 介 导 。 体 外 模型 底 物 多 聚 腺 苷 酸化 需要 把 最 
靠近 poly (A) 的 内 含 子 有 效 地 去 除 。 但 是 从 中 去 
除 其 他 内 含 子 即使 没有 多 聚 腺 苷 酸化 ， 仍 能 以 正常 
速率 发 生 。 

PRUE, SSM. LRR READ k 
的 蛋白 质 因 子 都 与 CTD 结合 。 酵母 转录 复合 物 
Rpbl 中 CTD 的 磷酸 化 状态 随 转 录 进 程 而 改变 。 靠 
近 启动 子 的 转录 复合 物 含有 磷酸 化 的 Ser5， 而 远离 
启动 子 的 转录 复合 物 含有 磷酸 化 的 Ser2。 与 CTD 结 
合 的 蛋白 质 也 发 生 了 变化 。 例 如 ， 当 复合 物 靠近 启 
动 子 时 ， 加 帽 酶 在 转录 早期 而 不 是 晚期 出 现 ;! 相反 ， 
多 聚 腺 苷 酸化 因子 Hrpl 在 靠近 和 远离 启动 子 的 转 
录 复合 物 都 出 现 。 

FREE BEAR EF PR A A A DR HE E RRE AE 
位 点 上 进行 剪 切 的 活性 因子 都 是 转录 终止 所 必需 的 
《至 少 在 酵母 中 是 这 样 )。 剪 切 过 的 前 体 mRNA 进行 
多 聚 腺 苷 酸化 的 活性 因子 并 不 是 终止 所 必需 的 。 
RNA RAM I 引起 的 转录 终止 分 两 个 阶段 。 首 先 ， 
转录 要 在 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 下 游 的 终止 区 进行 共 转 
录 剪 切 (CoTC)。 这 一 步骤 的 发 生 早 于 poly (A) 
位 点 的 前 切 及 多 聚 腺 芽 酸 化 ， 并 且 不 依赖 于 这 一 过 
程 。 第 二 步 ， 在 poly (A) 位 点 发 生 的 剪 切 及 多 聚 
腺 苷 酸化 给 延伸 中 的 RNA 聚合 酶 发 出 脱离 模板 的 
信号 。 至 少 在 某 些 基 因 内 ， 这 种 脱离 信号 是 由 “ 鱼 
雷 ” 所 传递 的 ， 对 人 的 B- 球 蛋白 转录 物 而 言 ， 多 聚 
腺 苷 酸化 位 点 下 游 的 CoTC 元 件 是 一 种 能 够 进行 自 
我 前 切 的 核 酶 ， 剪 切 之 后 产生 一 个 5 端 。 这 种 剪 切 
对 于 转录 终止 是 必需 的 ， 因 为 它 为 Xrn2 提供 了 一 个 
登陆 位 点 。 而 Xm2 是 一 个 5~~3' 的 外 切 核酸 酶 ， 结 
合 到 RNA 分 子 之 后 就 开始 一 边 降解 RNA 追赶 
RNA 聚合 酶 。 当 它 追 上 聚合 酶 后 ， 对 其 进行 “ 恤 
炸 ”， 从 而 终止 转录 。 醇 母 中 也 发 现 类 似 的 鱼雷 到 炸 
机 制 ，poly CA) 位 点 的 剪 切 为 5 一 3 的 外 切 核酸 酶 
Rat] 提供 了 结合 位 点 ，Ratl 一 边 降解 RNA 一 边 追 
HERNA 聚合 酶 ， 追 上 之 后 就 终止 转录 过 程 。 
复习 题 

1. AP H-AdoMet 和 *P 标记 一 个 带 帽 的 真 核 细 
胞 mRNA， 然 后 用 碱 消 化 ， 接 着 将 产物 通过 DEAE 
FERRE, ARSE MARAT RAL, HE 
F 1 的 洗 脱 峰值 。 画 出 帽子 1 的 结构 并 计算 它 所 带 
的 电荷 。 

2. 怎么 才能 知道 帽子 结构 含有 7- 甲 基 化 鸟 呆 叭 
BE? 

3. Wi MORTAR 


4. 描述 加 幅 对 RNA 稳定 性 影响 的 实验 并 给 出 
实验 结果 。 

5. 描述 加 帽 和 多 秦 腺 苷 酸化 对 翻译 协同 影响 的 
实验 并 给 出 实验 结果 。 

6. 描述 加 帽 对 mRNA 转运 到 细胞 质 的 影响 并 
说 明 实 验 结果 。 

7. 描述 可 以 证 明 poly (A) 长 度 的 实验 并 给 出 
结果 。 

8. 如 何 知道 poly (A) 是 在 mRNA 的 3 端 呢 ? 

9. 如 何 知道 poly (A) 是 在 转录 后 才 加 上 的 呢 ? 

10. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 poly (A) 对 
mRNA 翻译 效率 、mRNA 稳定 性 、 召 集 mRNA 到 
多 聚 体 上 的 影响 。 

11. 画 出 多 聚 腺 苷 酸化 过 程 示意 图 ， 以 延伸 到 
多 聚 腺 苷 酸化 位 点 之 后 的 RNA 为 开始 。 

12, 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 转 录 并 不 是 在 
多 聚 腺 苷 酸化 位 点 停止 。 

13. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证明 AAUAAA 对 
多 聚 腺 背 酸 化 的 重要 性 。 有 哪些 基 序 可 以 替代 
AAUAAA 序列 的 作用 ? 相对 于 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 ， 
这 些 基 序 是 在 什么 位 置 找到 的 ? 

14. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证明 G/U 富 集 和 U 
EME KRY Be REAR TF A AY OE LR RE EF 
化 位 点 而 言 ， 这 些 基 序 在 什么 位 置 ? 

15. 描述 实验 并 给 出 结果 ,证明 Rpbl 的 CTD 
对 前 体 mRNA 剪 切 的 影响 。 

16. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 poly (A) 和 特 
异性 因子 CPSF 的 重要 性 。 

17. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 对 于 含有 变异 了 的 
AAUAAA 模 体 的 底 物 而 言 ， 在 其 末端 加 上 40 个 A 
对 多 聚 腺 苷 酸化 的 影响 。 

18. 描述 实验 并 给 出 结果 , 证 明 CPSF 与 
AAUAAA 结合 而 不 是 与 AAGAAA 结合 。 

19. 撒 述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 CPSF 和 PABII 
对 带 有 AAUAAA 或 AAGAAA 基 序 、 有 或 无 poly 
(A) 底 物 的 多 聚 腺 苷 酸化 的 影响 ， 你 如 何 解释 这 些 
结果 ? 

20. 绘 出 多 聚 腺 苷 酸化 示意 图 ， 说 明 CPSF、 剪 
WN, PAP, RNA RAR IAI PABI 的 作用 。 

21. poly (A) RAW I (PAPI 的 哪个 部 位 是 
BRAT RIE LAG? 列 出 相关 证 据 。 

22. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 鉴 定 细胞 质 多 聚 腺 
苷 酸化 元 件 (CPE) 是 细胞 质 多 聚 腺 苷 酸化 所 必 
需 的 。 

23. 描述 实验 并 给 出 结果 ,证 明 帽 子 在 pre mR- 
NA 的 第 一 个 内 含 子 的 剪接 中 发 挥 作用 。 


24. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 poly (A) 影响 
pre-mRNA 最 后 一 个 内 含 子 的 剪接 。 

25. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证明 加 幅 酶 连接 到 
RNA RAB 11) CTD Xb. 

26. 描述 Far Western 印迹 实验 并 给 出 结果 ， 显 
示 Ul snRNP 的 一 个 成 分 结合 到 RNA 聚合 酶 II 的 
CTD E. 

27. 描述 ChIP 实验 并 给 出 结果 ， 分 析 : (a) 4 
加 帽 酶 靠近 而 不 是 远离 启动 子 时 ， 它 与 RNA 聚合 
R118) CTD RAAB; (b) 当 RNA 聚合 酶 离开 启动 
Fit, CTD 的 磷酸 化 状态 发 生 改变 。 

28. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 多 聚 腺 苷 酸化 
的 失败 会 导致 正确 转录 终止 的 失败 。 这 一 结果 是 由 
于 多 聚 腺 苷 酸化 本 身 导致 的 ， 还 是 由 于 不 能 在 多 聚 
腺 苷 酸化 位 点 剪 切 而 引起 的 ? 

29. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 转录 终止 需要 
转录 物 的 自行 剪 切 ， 即 使 它 仍 在 延伸 〈 共 转录 剪 
接 )。 

30. 描述 真 核 细胞 终止 转录 的 鱼雷 爆破 模型 。 


分 析 题 


1. 假设 你 正在 研究 一 种 病毒 ， 它 所 产生 的 mR- 
NA 分 子 含 有 一 种 特殊 的 帽子 结构 ， 其 净 电荷 为 一 4 
而 不 是 一 5。 然 后 你 发 现 这 些 帽子 结构 像 1 型 帽子 一 
样 进行 了 甲 基 化 ， 即 mG 和 倒数 第 二 个 核酸 2- 
OH, 但 其 他 位 点 没有 被 甲 基 化 。 请 提出 一 个 假说 来 
解释 负电 荷 减 少 的 原因 并 设计 一 个 实验 来 证 明 你 的 
假设 。 

2. 请 设计 一 个 实验 来 证 明 CstF 是 与 剪 切 和 多 
聚 腺 苷 酸化 信号 中 的 GU/U 元 件 结合 的 。 你 如 何 确 
E CstF 的 结合 是 需要 富 GU KRA U 区 其 中 一 个 
序列 元 件 还 是 两 者 都 不 可 缺少 ? 

3. 假设 你 正在 某 一 实验 室 从 事 mRNA 加 工 的 
生化 研究 ， 通 过 体外 实验 对 mRNA 分 子 的 剪 切 和 多 
聚 腺 苷 酸化 过 程 进行 分 析 。 你 合成 了 如 下 带 放射 性 
的 mRNA SF CRE): 含有 5 帽子 或 5 帽子 缺 
失 。 然 后 你 将 合成 的 mRNA 分 子 与 HeLa 细胞 核 抽 
提 物 在 30C 中 温 育 20min， 随 后 在 高 分 辩 率 的 凝 胶 
上 进行 电泳。 你 根据 分 子 质量 的 大 小 对 剪 切 产物 进 
行 鉴别 ， 然 后 对 不 同 分 子 的 放射 量 进行 计数 ， 包 括 
没有 加 工 的 前 体 mRNA、 只 有 内 含 子 1 被 剪 切 的 分 
F ( 剪 切 1)、 只 有 内 含 子 2 被 剪 切 的 分 子 〈 前 切 
2)、 二 者 都 被 剪 切 的 分 子 ， 还 有 被 多 聚 腺 苷 酸化 的 
分 子 (poly (A)]。 结果 如 下 表 所 示 ， 其 中 加 号 的 个 
数 表示 电泳 条 带 放 射 性 的 相对 强 弱 : 
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premRNA Ba khaki 二 者 都 被 剪 切 poly (A) 


未 加 帆 的 RNA A ++ + 十 十 十 十 十 十 十 
已 加 帽 的 RNA A + + + +++ 十 十 十 
未 加 帽 的 RNA B 十 十 十 二 十 + + + 
已 加 帽 的 RNA B 十 十 +++ + + x 


请 提出 一 个 假说 解释 上 面 的 实验 结果 。 


翻译 HR RE WR HF 兵 
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第 16 章 其 他 RNA 的 加 工 过 程 


核糖 核酸 酶 的 计算 机 模型 @ Irving Geis/Peter Arnold, Inc. 


在 前 两 章 ， 我 们 探讨 了 RNA 的 剪接 、 加 幅 和 
多 聚 腺 苷 酸化 ， 它 们 涵盖 了 大 部 分 真 核 细 胞 前 体 
mRNA (premRNA) 的 加 工 过 程 。 但 在 一 些 生 物 
中 还 存在 其 他 特殊 的 前 体 mRNA 加 工 形式 。 例 如 ， 
营 寄生 的 原生 动物 锥 体 虫 和 蠕虫 以 及 自主 生活 的 原 
生生 物 眼 虫 等 对 前 体 mRNA 进行 反 式 剪接 加 工 。 这 
一 过 程 涉及 对 两 个 独立 转录 物 同时 进行 剪接 。 锥 体 
虫 含有 线粒体 ， 称 作 动 基体 ， 它 们 通过 转录 后 增加 
或 者 删除 核 苷 酸 来 编辑 mRNA。 与 这 些 相当 复杂 的 
加 工 过 程 相 比 ， 大 多 数 生物 则 通过 更 加 传统 的 机 制 
MI rRNA 和 tRNA。 同 时 真 核 生 物 也 可 以 通过 调 
节 基 因 转录 后 的 加 工 ， 调 控 一 些 基 因 的 表达 ， 主 要 
是 通过 调节 mRNA 的 降解 。 此 外 ， 真 核 生 物 还 可 以 
通过 降解 相应 的 mRNA 对 外 源 基 因 或 外 源 双 链 
RNA 做 出 反应 。 本 章 主 要 讨论 这 些 转录 后 的 修饰 
事件 。 


16.1 核糖 体 RNA (rRNA) 的 加 工 


真 核 生物 和 细菌 的 rRNA 基因 首先 被 转录 成 较 
大 的 rRNA 的 前 体 ， 然 后 必须 经 过 加 工 〈 切 割 成 片 
ED 才能 形成 成 熟 的 rRNA。 然 而 ， 这 个 过 程 不 仅 
是 简单 地 移 除 过 长 的 大 分 子 两 端 所 不 需要 的 物质 ， 
那些 埋藏 于 长 的 前 体 中 的 几 种 不 同 rRNA 分 子 也 都 
必须 被 剪除 。 下 面 分 别 讨论 真 核 生物 和 细菌 rRNA 
的 加 工 过 程 。 


真 核 生 物 rRNA 的 加 工 


真 核 生物 的 rRNA 基因 在 细胞 核 中 重复 了 几 百 
次 并 成 馈 聚 集 在 一 起 。 已 经 对 两 栖 动 物 中 rRNA 基 
因 的 排列 进行 了 详细 的 研究 ， 如 图 16. la 所 示 ， 它 
们 被 非 转录 间隔 区 Cnontranscribed spacer, NTS) 
分 开 。NTS 与 转录 间隔 区 (transcribed spacer) 不 
Fl, 转录 和 间隔 区 可 作为 前 体 rRNA 的 一 部 分 被 转录 ， 
然后 在 前 体 加 工 为 成 熟 rRNA 的 过 程 中 被 除去 。 

细胞 核 内 rRNA 基因 重复 成 馈 的 特点 使 得 它们 
很 容易 被 找到 ， 这 给 Oscar Miller 及 同事 提供 了 观 
察 rRNA 基因 动态 变化 的 机 会 。 研究 人 员 用 电子 显 
微 镜 观察 两 栖 动物 的 细胞 核 ， 看 到 了 惊人 的 现象 ， 
如 图 16. 1b 所 示 。 从 图 中 可 以 看 到 含有 rRNA 基因 
的 DNA 缠绕 在 一 起 ， 在 显 微 照 片 中 最 显著 的 特点 
是 一 系列 的 “ 树 ” 状 结构 。 我 们 很 快 就 要 了 解 到 这 
些 转 录 物 实际 上 是 前 体 rRNA， 而 不 是 成 熟 rRNA 
分 子 。“ 树 ”之 间 的 间隔 是 非 转 录 间 隔 区 ,你 甚至 可 
以 根据 一 个 基因 中 转录 物 的 长 度 说 出 其 转录 方向 ， 
较 短 的 RNA 位 于 基因 的 起 始 端 ， 而 较 长 的 位 于 基 
因 的 末端 。 

mRNA 前 体 常 常 需 要 剪接 但 不 是 其 他 的 修 前 
(trimming). iff rRNA 和 tRNA 首先 以 前 体形 式 出 
现 ， 该 前 体 有 时 需要 剪接 ， 但 它们 的 末端 也 含有 多 
余 的 核 东 酸 ， 甚 至 在 将 成 为 单个 成 熟 RNA 序列 的 
RZ FEES AREER. 这些 多 余 区 域 也 必 
须 切 除 。 从 前 体 RNA 中 修剪 多 余 区 域 是 另 一 种 加 
T (processing) 方式 。 它 与 剪接 的 相似 之 处 是 去 除 
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非 转录 间隔 区 


图 16.1 前 体 rRNA 基因 的 转录 。(a) BRM CPR) rRNA 前 体 基因 入 的 部 分 图 谱 。 显 示 
rRNA 基因 GEE) 和 非 转录 间隔 区 NTS， 绿色) 交替 排列 .(b) 蝶 蜡 细胞 核 的 部 分 电子 显 
微 图 ， 显 示 前 体 rRNA 转录 物 〈T) 以 圣诞 树 的 方式 在 串联 重复 的 前 体 rRNA 基因 (G) 处 
合成 。 在 每 个 转录 物 的 底部 是 RNA RANI (在 本 图 看 不 到 )。 这 些 基因 被 非 转录 间隔 区 
DNA (NTS) [al RIFE. (Source: (b) O.L. Miller, Jr., B.R. Beatty, B. A. Hamkalo, and 
C. A. Thomas, Electron microscopic visualization of transcription. Cold Spring Har- 
bor. Symposia on Quantitative Biology 35 (1970) p. 506. ) 


不 需要 的 RNA， 但 与 剪接 的 不 同 之 处 是 没有 RNA 
连接 。 

例如 ， 哺 乳 动物 RNA 聚合 酶 1 合成 一 个 45S 
rRNA 前 体 ， 它 包括 28S、18S 和 5. 8S rRNA, 它们 
被 包 埋 在 转录 间隔 区 之 间 的 RNA 区 域 。 该 前 体 的 
加 工 过 程 发 生 在 rRNA 合成 和 核糖 体 聚 集 的 细胞 核 
中 (图 16.2)。 首 先是 切除 5 端的 间隔 区 ， 留 下 一 
个 41S RNA 的 中 间 体 。 接 下 来 ，41S RNA 被 切割 
形成 32S 和 20S 两 个 片段 ， 它 们 分 别 包含 28S 和 
18S 序 列 ，32S 中 间 体 同时 也 含有 5. 8S 序列 。 最 后 
在 32S 中 间 发 生 剪 切 ， 产 生成 熟 的 28S 和 5.8S 
RNA， 它 们 之 间 可 以 碱 基 互补 配对 ， 同 时 20S 中 间 
体 被 修剪 为 成 熟 的 18S rRNA. 

这 些 加 工事 件 依次 发 生 的 证 据 是 什么 呢 ? 早 在 
1964 年 ，Robert Perry 就 用 脉冲 示 踪 (pulse-chase) 
建立 了 45S 前 体 与 18S 和 28S RA rRNA 之 间 的 前 
体 -产物 关系 。 他 用 CH] 尿 苷 酸 短 时 间 标记 鼠 L 
细胞 〈 短 脉冲 ) ， 发 现 标记 的 RNA 以 45S 为 中 心 聚 
集成 宽 峰 。 然 后 “追踪 ”该 RNA 的 标记 进入 18S 
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和 28S rRNA。 具 体 做 法 是 ， 加 入 过 量 的 非 标记 尿 苷 
酸 来 稀释 标记 的 核 苷 酸 ， 然 后 观察 到 随 着 被 标记 的 
45S 前 体 数量 的 减少 ， 成 熟 18S 和 28S rRNA 中 标记 
的 数量 也 减少 。 这 说 明 45S 处 的 一 个 或 多 个 RNA 
应 该 是 18S 和 28S rRNA 的 前 体 。1970 年 ，Robert 
Weinberg 和 Sheldon Penman 用 [°H] 甲 硫 氨 酸 和 
[PP] PRC AY AE BAIR HEY HeLa 细胞 ， 凝 
胶 电泳 分 离 标记 的 RNA， 发 现 了 关键 的 中 间 产 物 。 
由 于 加 工 过 程 中 的 中 间 产 物 寿 命 太 短 得 不 到 积累 ， 
所 以 检测 不 到 其 浓度 ， 但 是 消 骨 灰质 炎 病 毒 侵 染 可 
减 慢 加 工 过 程 ， 使 中 间 产 物 得 以 检测 出 来 。 观 察 到 
的 主要 片段 是 45S、41S、32S、28S、29S 和 18S 
(图 16. 3) 。 前 体 rRNA 在 真 核 生物 中 被 甲 基 化 ， 所 
以 双 标 记 是 可 行 的 。 

1973 年 ，Peter Wellauer 和 Igor Dawid 运用 电 
子 显微镜 观察 到 人 类 rRNA 的 前 体 、 中 间 体 和 加 工 
产物 。 发 现 每 种 RNA 都 具有 自己 的 分 子 内 碱 基 配 
对 能 力 ， 都 有 自己 的 二 级 结构 。Dawid 和 Wellauer 
鉴定 了 所 有 RNA 种 类 (RNA species) 的 这 一 “ 特 


sE 


图 16.2 人 (HeLa) rRNA 前 体 45S 的 加 工 。 第 一 步 : 45S 前 体 RNA 的 5' 端 被 切除 ， 产生 41S 
前 体 ; 第 二 步 : 41S 前 体 被 剪 切 成 两 部 分 ，18S rRNA 的 前 体 20S 和 5.8S、28S rRNA 的 前 体 
TRNA 32S; 第 三 步 : 20S 前 体 的 3 端 被 切除 ， 产 生成 熟 的 18S rRNA; 第 四 步 ，32S 前 体 被 前 
切 释 放出 5. 8S 和 28S rRNA; 第 五 步 : 5. 8S 和 28S rRNA 通过 碱 基 配 对 连接 起 来 。 
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图 16.3 ARRAS BN HeLa 细胞 中 分 离 45S rRNA 加 工 的 中 间 产 物 。Penman 
及 同事 用 [PP] 和 PH] 甲 硫 氨 酸 标记 侵 染 病毒 的 HeLa 细胞 中 的 RNA, 使 rRNA 及 其 
前 体 的 许多 甲 基 被 标记 。 从 这 些 细胞 中 分 离 出 核 RNA〔 大 部 分 是 rRNA)， 通 过 凝 胶 电泳 、 
DR, WERDER PA H 的 放射 性 ， 然 后 以 放射 性 强度 cpm 为 单位 》 与 切 胶 组 分 
作 图 。RNA 种 类 的 迁移 率 同 已 知 沉淀 系数 的 标准 RNA 相 比较 。 (Source: Adapted from 
Weinberg, R. A. and S Penman, Processing of 45S nucleolar RNA. Journal of Molecular Bi- 
ology 47; 169 (1970) .) 
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征 ”， 从 而 能 在 45S 前 体 中 识别 它们 ， 并 将 28S 和 
18S RNA 定位 在 45S 前 体 中 。 虽 然 开 始 得 到 的 28S 
和 18S 在 前 体内 的 顺序 是 相反 的 ， 但 我 们 现在 知道 
这 些 RNA 的 排列 是 5'-18S-5. 8S-28S-3'。rRNA 加 
工 过 程 的 细节 并 不 通用 ， 即 使 小 鼠 中 的 RNA 加 工 
方式 也 与 此 有 些 不 同 ， 青 蛙 的 前 体 只 有 40S， 比 45S 
小 得 多 。 但 整个 真 核 生物 界 ，rRNA 加 工 的 基本 机 
fil, 包括 成 熟 序列 在 前 体 中 的 顺序 基本 上 是 保守 的 。 

rRNA 的 加 工 步 又 是 通过 一 类 核 仁 小 RNA 
(small nucleolar RNA, snoRNA) 与 很 多 核 仁 小 核 蛋 
H (small nucleolar ribonucleo protein，snoRNP) 的 
相互 作用 而 被 编排 好 的 。 细 胞 中 存在 成 千 上 万 的 
snoRNA, 但 只 有 少数 参加 rRNA 加 工 过 程 . 已 经 
证 明 其 中 3 个 snoRNP (E1, E2 和 E3) 可 以 与 前 体 
TRNA 的 不 同 区域 相 互 作用 。 将 El, E2 和 E3 的 反 
X RNA 注 人 非洲 爪 蜡 的 卵 母 细胞 ， 可 在 不 同步 又 
阻 断 rRNA 的 加 工 。 这 一 结果 说 明 El 和 E2 在 18S 
rRNA 的 成 熟 过 程 中 发 挥 作用 ， 而 E3 则 在 较 早 的 加 


(a) rmD 操纵 子 


EN 23S 


CE E E E 


加 工 (包括 RNaselll) 


工 步骤 发 挥 作用 ， 可 能 参与 切割 5. 8S rRNA 的 上 游 
序列 。Joan Steitz 提出 snoRNP 起 “分 子 伴侣 ” 作 
Fa, 使 前 体 rRNA 折 双 成 合适 的 形状 便于 加 工 。 
AG RNA 在 真 核 生物 的 细胞 核 合 成 ， 其 
前 体 需要 加 工 才能 释放 成 熟 的 RNA, RERA 
TRNA 的 大 小 在 真 核 生物 之 间 有 所 不 同 ,但 是 所 
有 真 核 生 物 的 成 熟 rRNA 在 前 体 中 的 排列 顺序 都 
是 18S、5.8S、28S。 在 人 类 细胞 中 ，rRNA 前 体 
为 45S， 经 过 加 工 依次 产生 41S, 328 和 20S 的 中 
间 产 物 。snoRNA 在 这 些 加 工 过 程 中 起 关键 作用 。 


细菌 rRNA 的 加 工 


大 肠 杆 菌 有 7 个 包含 TRNA 基因 的 rrn RAF. 
图 16. 4a 是 其 中 一 个 rrnD 操纵 子 ， 它 除了 含有 3 个 
rRNA 基因 外 ， 还 含有 3 个 tRNA 基因 。 该 操纵 子 
可 以 转录 产生 一 个 30S 前 体 ， 经 过 前 切 可 释放 其 中 
的 3 个 rRNA 和 3 个 tRNA。 


(b) 
23S rRNA 


5S 转运 RNA 


RNase Ill —>, G 


—— RNase lll 


OCTCOMDADCCOCHHHOCCH>OO 
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图 16.4 细菌 rRNA 前 体 的 加 工 。(a) 大 肠 杆菌 ”rzD 操纵 子 结构 。rrnD 操纵 子 是 编码 rRNA 的 典型 大 
肠 杆菌 操纵 子 ， 包 含 tRNA 的 编码 区 〈 红 色 ) 和 rRNA 的 编码 区 (橙色 )。 这 些 编码 区 都 位 于 转录 间隔 区 
(黄色 ) 之 间 。 与 通常 的 细菌 操纵 子 一 样 ，rrnD 操纵 子 转录 产生 一 条 长 的 复合 式 RNA， 然 后 由 包括 
RNase II 在 内 的 RNA 酶 加 工 产生 成 熟 产物 .(b) 序列 分 析 表 明 ，23S rRNA 基因 两 侧 的 间隔 区 互补 ， 可 
形成 延伸 的 发 夹 结构 ， 以 23S rRNA 区 域 为 顶部 。 已 观察 到 的 RNase M 剪 切 位 点 位 于 茎 环 结构 的 茎 部 ， 
偏 移 2 个 碱 基 。16S rRNA 基因 两 侧 的 区 域 也 能 够 形成 一 个 更 加 复杂 的 苓 环 结构 。 


RNase IT] 至 少 在 起 始 剪 切 分 离 单个 大 rRNA 中 
闻 体 时 发 挥 作 用 。 得 出 这 一 结论 的 遗传 学 证 据 是 ， 
RNase II 基因 缺陷 型 突变 体积 累 30S rRNA 前 体 。 
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1980 4F, Joan Steitz 及 同事 在 比较 两 个 不 同 前 体 
(分 别 来 自 rnX 和 rrD BAF) 中 rRNA 的 间隔 
区 序列 时 发 现 它们 十 分 相似 。 在 前 体 的 16S 和 23S 


TRNA 区 域 两 侧 都 存在 互补 序列 。 根 据 这 种 互补 性 ， 
预测 有 两 个 伸展 的 发 夹 结构 ， 发 夹 的 茎 由 两 个 间隔 
区 互补 配对 产生 ， 两 个 间隔 区 之 间 的 rRNA 成 环 突 
出 《图 16. 4b) 。 在 该 模型 中 ，RNase I 的 剪 切 位 点 
在 发 来 的 茎 上 ， 另 一 个 核糖 核酸 酶 RNase E 则 负责 
从 前 体 中 切除 5S rRNA, 


小 结 “细菌 前 体 rRNA 含有 tRNA 以 及 所 有 
3 个 RNA。rRNA 是 通过 RNase II 和 RNase E 
的 作用 从 前 体 中 释放 出 来 的 。 


16.2 转运 RNA (tRNA) 的 加 工 


所 有 细胞 转录 出 来 的 tRNA 都 以 较 长 的 前 体形 
式 存在 ， 必 须 切 除 两 端 多 余 的 RNA 才能 加 工 为 成 
熟 的 tRNA。 在 真 核 生物 细胞 核 中 ， 这 些 前 体 含有 
单个 tRNA， 而 在 细菌 中 ， 一 个 前 体 可 能 含有 一 个 
或 者 多 个 tRNA， 有 时 则 同时 含有 rRNA 和 tRNA, 
如 图 16.4 所 示 。 由 于 真 核 生物 和 细菌 的 tRNA 加 工 
过 程 非常 相似 ， 这 里 一 并 讨论 。 


切 开 分 离 多 顺 反 子 前 体 


在 含有 多 个 tRNA 的 细菌 前 体 加 工 中 ， 首 先是 
将 前 体 切 成 仅 含 一 个 tRNA 的 片段 。 这 意味 着 切割 
是 在 前 体 tRNA 所 包含 的 各 tRNA 之 间 ， 或 者 在 
tRNA 和 rRNA 之 间 进行 的 ， 图 16. 4 所 示 的 是 既 有 
tRNA 也 有 rRNA 的 情况 ， 完 成 两 种 RNA 剪 切 的 酶 
似乎 都 是 RNase I], 
成 熟 5' 端 的 形成 

在 RNase II 将 前 体 tRNA 切割 成 片段 之 后 ， 
tRNA 仍然 含有 多 余 的 5 -和 3'- 核 苷 酸 。 此 时 它 同 真 
核 生物 tRNA 基因 的 原始 转录 物 很 相似 ， 都 是 含有 
多 余 5 -和 3'- 核 苷 酸 的 单 顺 反 子 前 体 〈 单 基因 )。 细 
菌 或 真 核 生 物 tRNA 5 端的 成 熟 需 要 经 过 一 次 剪 切 ， 
剪 切 位 点 刚好 是 成 熟 tRNA 的 5 端 ， 如 图 16.5 所 
示 。 催 化 此 次 切割 反应 的 酶 是 RNase P, 

来 自 细 菌 和 真 核 生物 细胞 核 的 RNase P 非常 特 
别 。 它 包含 两 个 亚 基 ， 但 是 不 同 于 我 们 所 研究 的 其 
他 二 聚 体 酶 ， 它 的 一 个 亚 基 由 RNA 组 成 ， 而 不 是 
蛋白 质 。 实 际 上 ，RNase P 的 大 部 分 是 由 RNA 组 
成 , 因为 RNA (M1 RNA) 的 分 子 质量 约 为 
125kDa， 而 蛋白 质 的 分 子 质量 仅 为 约 14kDa。 当 
Sidbey Altman 及 同事 首次 分 离 出 RNase P 并 且 发 现 
它 是 一 个 核糖 核 蛋白 质 时 ， 他 们 面临 的 关键 问题 是 : 
哪 一 部 分 具有 催化 活性 ? RNA 还 是 蛋白 质 ? 当时 大 


RNaseP 一 一 


图 16.5 RNaseP 的 作用 。RNase P 的 切割 
位 点 就 是 成 熟 tRNA 的 5' 端 。 因此， 形成 
成 熟 5 端 只 需要 该 酶 。 


多 数 观点 都 认为 是 蛋白 质 ， 因 为 已 研究 过 的 酶 都 是 
由 蛋白 质 组 成 的 ， 而 不 是 RNA。 实 际 上 ，RNase P 
的 早期 研究 表明 ， 当 RNA 和 和 蛋 白质 分 开 时 ， 酶 便 
丧失 了 所 有 活性 。 

后 来 ，Thomas Cech 及 同事 在 1982 年 发 现 了 自 
我 剪接 内 含 子 存在 自主 催化 活性 第 14 章 )。 不 久 ， 
Altman 和 Norman Pace 及 同事 在 1983 也 证 实 了 
RNase P M1 RNA 的 催化 活性 。 如 图 16.6 所 示 ， 调 
控 该 酶 活性 的 关键 是 镁 离子 浓度 。 早 期 的 实验 使 用 了 
5 一 10mmolL 的 Mg ， 在 这 种 条 件 下 ， 蛋 白质 和 
RNA 两 部 分 都 存在 时 RNase P 才 具 有 酶 活性 。 图 
16.6 显示 了 Mg’ 为 5 一 50mmolL 浓度 时 只 用 M1 
RNA 的 效果 。 他 们 使 用 了 大 肠 杆菌 tRNA™ 前 体 和 
4. 5S RNA 前 体 的 两 个 不 同 底 物 。 泳 道 1~3 显示 在 
Smmol/L, 10mmol/L, 20mmol/L Meg?+ 条 件 下 存在 
差异 。 在 5mmol/L Mgt 条 件 下 ， 两 个 底 物 都 没有 被 
WIMI. Æ Met 浓度 为 10mmol/L 时 ， 仍 无 法 检 
测 到 前 体 tRNA 的 剪 切 。 但 加 入 20mmol/L Mg'+ 时 ， 
大 约 一 半 前 体 tRNA 被 剪 切 为 成 熟 形式 ， 并 以 单 片 段 
形式 (图 中 标记 为 5-Tyr) 释放 多 余 的 核 苷 酸 。 增 加 
Mg’ 浓度 至 30mmol/L、40mmol/L、50mmol/L (分 
别 为 泳 道 5、7、9) 进一步 加 强 了 MI RNA 对 tRNA 
前 体 5 端的 加 工 ， 但 是 没有 引起 4. 5S RNA 前 体 的 任 
何 加 工 。 泳 道 12 显示 原始 RNase P (TREER, 
含有 RNA 和 蛋白 质 两 个 亚 基 ) 在 10mmoML Mg** 条 
件 下 对 两 种 底 物 都 可 以 剪 切 。 

真 核 生物 的 核 RNase P 与 细菌 的 RNase P 非常 
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图 16.6 大 肠 杆菌 RNase P 的 MI RNA 具有 酶 活性 。 
Altman 和 Pace 及 同事 从 RNase P 中 纯化 出 M1 
RNA, 在 如 图 所 示 的 Mg* M NHC 的 浓度 下 ,分 
别 与 *P 标记 的 大 肠 杆菌 前 体 t:RNA” (pTyr) 和 
p4. 5s RNA 钥 育 15min， 然 后 电泳 放射 自 显影 观察 。 
泳 道 11， 无 任何 添加 物 。 泳 道 12，RNase P 的 粗 提 
物 。 在 较 高 Mg** 浓度 下 ，M1 RNA 单独 就 可 剪 切 
PT yr 为 成 熟 的 5 端 ， 但 在 所 有 这 些 条 件 下 ， 对 p4.5 
底 物 不 起 作用 。 (Source: Guerrier-Takada, C. , 
K. Gardiner, T. Marsh, N.Pace, and S Altman, 
The RNA moiety of ribonuclease P is the catalytic sub- 
unit of the enzyme. Cell 35 (Dec 1983) p.851, 
f. 4A. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


相似 。 例 如 ， 酵 母 细胞 核 RNase P 包含 蛋白 质 和 
RNA 成 分 ， 并 且 RNA 具有 催化 活性 。 但 是 Peter 
Gegenheimer 及 同事 却 发 现 菠菜 叶绿体 RNase P 好 
像 完 全 没有 RNA， 该 酶 不 受 微 球菌 核酸 酶 的 抑制 ， 


-—OH 


(@) BNase 
ARIM 


ï 


Oo>x< 一 - 
oo>x<-e 


heme (b) RNase PH 


因为 如 果 含有 催化 活性 的 RNA， 它 就 受到 微 球菌 核 
酸 酶 的 抑制 。 并 且 ， 它 具有 纯 蛋 白质 的 密度 ， 而 不 
是 主要 为 RNA 的 核糖 核 蛋 白 的 密度 。 人 们 一 直觉 
得 蔬菜 叶绿体 RNase P 应 该 含有 一 个 非常 小 的 
RNA, 但 所 有 试图 检测 这 种 小 RNA 存在 的 实验 都 
失败 了 。 

ANS 前 体 RNA 5 端的 多 余 核 仑 酸 通过 
RNase 了 的 内 切 核酸 酶 活性 《endonucleolytic) 剪 切 
而 一 步 去 除 。 细 菌 和 真 核 生 物 细胞 核 RNase P 都 
含有 一 个 具有 催化 活性 的 RNA 亚 基 ， 称 作 M 
RNA, 菠菜 叶绿体 RNase P 好 像 缺 少 这 种 RNA 亚 
基 。 

成 熟 3' 端 的 形成 

tRNA 的 3 端 成 熟 比 其 5' 端 成 熟 要 复杂 得 多 ， 
因为 不 只 是 1 个 而 是 6 个 RNase 参与 其 中 。Murray 
Deutscher 和 其 他 研究 者 已 经 证 明 在 体外 实验 中 ， 下 
列 RNase 参与 剪除 tRNA 3 端的 核 苷 酸 ， RNase D, 
RNase BN, RNase T, RNase PH, RNase I] 以 及 多 
3K KF (BML BE (polynucleotide phosphorylase, 
PNPase), Deutscher 及 同事 的 遗传 学 实验 证 明 ， 每 
个 酶 对 最 有 效 的 3 端 加 工 都 是 必需 的 。 如 果 任 何 一 
个 编码 这 些 酶 的 基因 失 活 ，tRNA 加 工 的 效率 都 会 
受到 影响 ， 一 次 性 失 活 所 有 这 些 基因 对 细菌 是 致死 
性 的 。 尽 管 加 工效 率 取决 于 RNase 的 整体 活性 ， 但 
只 要 这 些 酶 中 存在 任何 一 个 都 足以 保证 细胞 存活 和 
tRNA 的 成 熟 。 

遗传 学 和 生物 化 学 综合 实验 显示 ，RNase Tl 和 
PNPase 共同 作用 除去 pre-tRNA 的 3“- 非 转录 尾 区 (3'- 
trailer) 的 多 余部 分 。 这 为 RNase PH 和 RNase 本 切除 
最 后 两 个 核 苷 酸 而 完成 加 工 过 程 扫 清 了 道路 。RNase T 
在 切除 最 后 一 个 核 苷 酸 的 反应 中 最 为 活跃 《图 16. 7)。 


Oo>zx-Q 
Ed 
20> 
= 


(c) RNase T 
(RNase PH) 


图 16.7 大 肠 杆 菌 tRNA 3' 端 的 加 工 模式 。(a) RNase Il 和 PNPase 共同 作用 ， 除 去 tRNA 前 体 3 ' 端 的 多 
余 碱 基 ， 但 留 下 最 后 2 个 多 余 碱 基 〈 红 色 ); (b) RNase PH 除去 紧 接 着 最 后 一 个 碱 基 的 多 余 碱 基 (Y, A 
色 );(c) RNase 本 可 能 在 RNase PH 的 帮助 下 除去 最 后 一 个 多 余 碱 基 〈X， 红 色 )， 留 下 成 熟 的 tRNA。 
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小 结 RNase I MIB RBS MR CSE) 
作用 切除 tRNA 前 体 中 3 he BBS} 2 ae ay Be 
酸 ， 但 停止 在 十 2 阶段 ， 仍 留 下 2 个 多 余 核 彰 酸 。 
RNase PH 和 RNase 工 在 切除 最 后 2 MRE 
最 为 活跃 ， 并 且 RNase T 主要 参与 移 除 最 后 一 个 
SROKA. 


16.3 反 式 剪接 


在 第 14 章 我 们 讨论 了 在 几乎 所 有 真 核 生物 种 类 
中 都 发 生 的 剪接 方式 ， 这 种 剪接 方式 可 以 称 作 顺 式 
剪接 〈cissplicing)， 因 为 所 涉及 的 是 存在 于 同一 基 
因 中 的 两 个 或 多 个 外 显 子 。 另 一 种 称 为 反 式 剪接 
《transsplicing) 的 方式 中 ， 外 显 子 根本 不 在 同一 基 
因 中 ， 甚 至 不 在 同一 条 染色 体 上 ， 这 看 起 来 似乎 不 
可 能 ， 但 却 在 一 些 生物 中 存在 着 。 


反 式 前 接 机 制 
反 式 前 接 发 生 在 几 种 生物 中 《图 16. 8)， 包 括 


萌 寄 生 和 自主 生活 的 蠕虫 [如 秀丽 隐 杆 线虫 (Cae- 
norhabditis elegans)]， 这 一 现象 最 早 在 锥 虫 (tryp- 
anosome) 中 发 现 。 锥 虫 是 一 种 营 寄生 带 鞭 毛 的 原生 
OM. SSSR MMM. AMS ERB AT 
学 的 知识 ， 很 难 对 锥 虫 基因 的 表达 方式 做 出 预测 。 
Piet Borst 及 同事 在 1982 对 编码 锥 虫 表面 包 被 蛋白 
的 mRNA 的 5 端 和 编码 同一 个 蛋白 质 的 基因 5' 端 进 
行 测序 时 ， 发 现 它们 并 不 匹配 ， 这 为 后 来 的 惊人 发 
现 葛 定 了 基础 。 这 个 mRNA 含有 35 个 额外 核 苷 
酸 ， 是 基因 中 不 存在 的 。 随 着 分 子 生物 学 家 测序 了 
越 来 越 多 的 锥 虫 mRNA， 发 现 它们 都 含有 相同 的 
35nt 前 导 区 ， 称 为 剪接 前 导 区 (spliced leader, 
SL), 但 是 没有 任何 一 个 基因 编码 这 种 SL 序列 。 
实际 上 ，SL 由 一 个 单一 基因 所 编码 ， 这 个 基因 在 
锥 虫 基因 组 中 重复 了 200 多 次 ， 只 编码 SL， 外 加 
一 个 100nt 的 序列 。 这 个 100nt 的 序列 通过 一 个 保 
守 的 5' 端 剪接 序列 同 SL 相连 。 所 以 ， 这 个 小 基因 
是 由 一 个 短 的 SL 外 显 子 组 成 ， 并 且 看 起 来 像 个 内 
含 子 的 5 端 。 


延展 到 细胞 的 一 边 ; 


图 16.8 反 式 剪接 的 一 些 生物 体 。(a) 红细胞 中 的 锥 虫 ， 由 锥 虫 单个 鞭毛 所 引起 的 波动 ， 向 下 
(b) BR MRA (Schistosoma mansoni), XE S h; 


Co) 似 是 量 线虫 


(Ascaris lumbricoides)， 另 一 种 寄生 蠕虫 .(d) 眼 虫 (Euglena)， 一 种 自由 生活 的 原生 生物 。 
(Sources; (a) Donelson J. E. and M. J. Turner, How the trypanosome changes its coat. Scienti fic 


American 45 (Feb 1985) . 


(b) © G. Shih-R. Kessel/Visuals Unlimited. 


(c) © Arthur 


M. Siegelman/ Visuals Unlimited. (d) © David M. Phillips/Visuals Unlimited. ) 


我 们 如 何 解释 这 样 一 个 来 源 于 两 个 相距 较 远 的 ， 
甚至 不 同 染色 体 上 独立 DNA 区 域 所 编码 的 mRNA 
是 怎样 产生 的 呢 ? 有 两 种 较 合 理 的 解释 : 一 种 解释 
是 SL (有 或 者 无 内 含 子 ) 能 够 被 转录 ， 并 且 该 转录 
物 可 作为 基因 组 中 其 他 任何 一 个 编码 区 的 转录 引物 
(图 16. 9a); 另外 一 种 解释 是 RNA 聚合 酶 能 够 分 别 
转录 SL 和 编码 区 域 ， 然 后 这 两 个 独立 的 转录 物 再 
被 剪接 在 一 起 图 16. 9b). 


如 果 这 种 反 式 剪接 真 的 发 生 ， 那 么 不 应 该 检测 
到 套 索 状 中 间 体 ， 而 是 检测 到 Y 形 中 间 体 ， 如 图 
16.10 所 示 。YY 形 中 间 体 是 在 内 含 子 的 分 支点 攻击 
与 SL 外 显 子 毗连 的 内 含 子 5 端 时 形成 的 。 找 到 Y 
形 中 间 体 就 使 证 明 反 式 剪接 的 真实 性 前 进 了 一 大 步 。 
Nina Agabian 及 同事 在 1986 年 报道 了 YY 形 中 间 体 存 
在 的 证 据 。 
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图 16.9 将 剪接 前 导 区 (SL) 连接 到 mRNA 编码 区 的 两 种 假说 。(a) 由 SL 内 含 子 引发 。 带 有 半 个 内 
AF (红色 ) 的 SL EE) 转录 产生 135nt RNA， 该 RNA 作为 含有 半 个 内 含 子 黑色) 的 编码 区 
(黄色 ) 转录 的 引物 ， 产 生 一 个 包括 SL 和 编码 区 以 及 它们 之 间 整 个 内 含 子 在 内 的 转录 物 。 这 个 内 含 子 
被 剪 切 产生 成 熟 的 MRNA. (b) 反 式 剪接 。 带 有 半 个 内 含 子 的 SL 和 带 有 半 个 内 含 子 的 编码 区 分 别 转 
录 ， 然 后 这 两 个 分 离 的 RNA 经 过 反 式 剪接 产生 成 熟 的 mRNA。 
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图 16. 10 fh mRNA 反 式 剪接 的 详细 过 程 。 步 又 1， 连接 编码 外 显 子 〈 黄 色 ) 的 半 个 内 含 子 
(黑色 ) 中 的 分 支点 腺 苷 酸 攻击 前 导 外 显 子 〈 蓝 色 ) 与 其 半 个 内 含 子 〈 红 色 ) 之 间 的 连接 点 ， 
产生 Y 形 内 含 子 -外 显 子 中 间 体 ， 类 似 于 顺 式 剪接 所 产生 的 套 索 中 间 体 。 步 骤 2， 前 导 外 显 子 攻 
击 分 支 内 含 子 和 编码 外 显 子 之 间 的 剪接 位 点 ， 产 生成 熟 的 mRNA M Y 形 内 含 子 。 


YY 形 结构 区 别 于 一 般 套 索 状 中 间 体 的 特征 是 ， 
EY 形 结构 中 SL 内 含 子 的 3' 端 是 游离 的 (图 
16. 10) 。 这 表明 用 能 断裂 2-5 -磷酸 二 酯 键 的 去 分 支 
酶 (debranching enzyme) 处 理 Y 形 中 间 体 ， 应 该 产 
生 一 个 100nt 的 副 产 物 (图 16. 11)， 这 与 套 索 中 间 
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体 仅 被 简单 地 线性 化 的 结果 相反 。 图 16. 12 表示 去 
分 支 酶 处 理 后 ， 以 100nt 特异 性 核 背 酸 片段 为 探 针 ， 
对 总 RNA 和 有 poly (A) 尾 的 RNA 进行 Northern 
杂交 的 结果 。 在 这 两 个 样本 中 ， 都 出 现 了 100nt 的 
片段 ， 从 而 证 实 了 反 式 剪接 假说 。 


(a) 顺 式 剪接 


ts 
| sam 图 16. 11 用 去 分 支 酶 处 理 假设 的 
剪接 中 间 体 。 (a) MAW, $ 
— 
A g 分 支 栈 只 是 打开 套 索 使 之 时 线形 ; 
(b) RAM 


十 


AWW) (100nt) 


图 16. 12 用 去 分 支 酶 从 较 大 的 RNA 上 释放 SL 
的 半 个 内 含 子 。 如 图 顶部 所 示 ，Agabian 及 同 
WYP 标记 锥 虫 的 RNA, FA St 
(DBrEZ) 处 理 总 RNA 或 poly (A)*RNA, 电 
泳 并 印迹 产物 ， 以 100nt SL AS FPR ERR 
核 苷 酸 为 探 针 检测 印迹 膜 ， 在 酶 处 理 的 两 种 
RNA 样品 中 都 可 以 清楚 地 检测 到 探 针 信号 。 
(Source: Murphy W.J., K.P. Watkins, and 
N. Agabian, Identification of a novel Y branch 
structure as an intermediate in trypanosome mR- 
NA processing. Evidence of trans-splicing. Cell 
47 (21 Nov 1996) p.521, f. 5. Reprinted by 
permission of Elsevier Science. ) 


AG YEH mRNA 是 通过 反 式 剪接 短 引 导 
区 外 显 子 和 任何 一 个 独立 编码 外 显 子 而 形成 的 - 


A — E 
[aa 


(b) 反 式 剪接 ，100nt 的 半 个 内 会 
子 (红色 ) 在 3 端 是 开放 的 而 不 
是 套 索 结构 ， 去 分 支 酶 将 它 作为 
独立 RNA 释放 。 


A — 


16.4 RNA 编辑 


反 式 剪接 并 不 是 锥 虫 唯一 的 特殊 RNA 加 工 形 
R. 这 种 生物 含有 不 寻常 的 线粒体 ， 称 作 动 基体 
《kinetoplast) ， 其 中 含有 两 类 环 状 DNA， 它 们 连接 
在 一 起 形成 网 络 状 〈 图 16. 13)。 动 基体 有 25~50 个 
相同 的 大 环 maxicircle)， 大 小 为 20~40kb， 含 有 
线粒体 基因 。 另 外 还 有 大 约 10 000 个 1 一 3kb 的 小 
环 (minicircle) ， 在 线粒体 基因 表达 中 起 调节 作用 。 
1986 年 ，Rob Benne 及 同事 发 现 ， 锥 虫 的 细胞 色素 
MALE (cytochrome oxidase, COI) mRNA 序列 与 
CON 基因 序列 不 匹配 ，mRNA 中 含有 4 个 在 基因 中 


图 16.13 利 什 鼻 原 虫 动 基体 小 环 和 大 环 的 部 分 
FEHR (Source: Cell 61 (1 June 1990) cover 
(ace. Sturm & Simpson, pp. 871-84) . Reprinted 
by permission of Elsevier Science. ) 
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BRA ATAPI (图 16. 14) 。 这 些 缺 失 的 核 苷 酸 可 能 
引起 移 码 〈frameshift， 在 核糖 体 阅 读 mRNA 时 读 
码 框 发 生 移 位 ， 见 第 18 章 )， 进 而 导致 基因 失 活 。 
但 锥 虫 以 某 种 方式 给 mRNA 提供 了 这 4 PEAR, 
避免 了 移 码 。 


COX II DNA: GTATAAAAGTAGA G A ACCTGG= 


COX ll RNA: ~GUAUAAAAGUAGAUUGUAUACCUGG= 
16.14 锥 虫 的 COU 基因 的 部 分 序列 与 它 的 
mRNA 产物 的 比较 。mRNA 中 的 4 个 U 并 不 表示 
基因 中 的 T， 这 4 个 U 大 概 是 通过 编辑 加 入 到 
mRNA 中 的 。 


当然 ， 不 排除 Benne 及 同事 测序 的 那个 基因 是 
不 编码 mRNA 的 假 基因 (pseudogene) 的 可 能 性 。 
假 基因 是 个 发 生 突变 后 没有 功能 、 不 再 使 用 的 基因 拷 


贝 。 活 性 基因 可 能 位 于 其 他 地 方 ， 只 是 研究 人 员 可 
能 没有 找到 它们 。 但 这 种 解释 的 问题 是 ，Benne 及 
同事 尽 可 能 地 寻找 ， 仍 没有 在 动 基体 或 核 中 找到 其 
他 COII 基 因 。 而 且 ， 他 们 在 另外 两 种 锥 虫 中 却 发 现 
了 COI[ 基 因 存 在 同样 的 核 苷 酸 缺 失 。 据 此 ，Benne 
及 同事 推断 ， 锥 虫 的 mRNA 来 源 于 称 为 隐秘 性 基因 
(cryptogene) 的 不 完整 基因 ， 然 后 通过 添加 缺失 的 
HEM (2E UMP) 进行 编辑 。 

到 1988 年 ， 大 量 锥 虫 动 基体 基因 和 相应 的 
mRNA 被 测序 。 结 果 显示 ， 在 这 些 生物 中 RNA 编 
辑 是 一 种 常见 现象 。 实 际 上 ， 有 些 RNA 进行 了 广 
泛 编辑 (panedited) 。 例 如 ， 布 氏 锥 虫 (Trypanoso- 
ma brucei) COM mRNA 含有 一 个 731nt 延长 序列 ， 
其 中 的 407 个 UMP 是 通过 编辑 加 入 的 ， 这 段 延长 
序列 中 的 19 个 编码 的 UMP 在 编辑 时 被 删除 了 。 部 
分 序列 如 图 16. 15 所 示 。 


UAUAUGUUUUGUUGUUUAUUAUGUGAUUAUGGUUUUGUUUUUUA 


Y 
UUGGUAUUUUUUAGAUUUAUUUAAUUUGUUGAUAAAUACAUUUU 


AUUUGUUUGUUAGUGGUUUAUUUGUUAAUUUUUUUGUUUUGUGU 


HUUUGGUUUAGGUUUUUUUGUUGUUGUUGUUUUGUAUUAUGAUU 


Y 
GAGUUUSUUGUUUGGUUUUUUGUUUUUGUGAAACCAGUUAUGAG 
fi T 


ç 和 
AGUUUGCAUUGUUAUUUAUUACAUUAAGUUG GGUGUUUUUGGU 


UCUAUUUUAUUUUU AUUGGAUUUAUL JACAUUUUAUGCAUGUUUU 


UUUAGGUGUUUUGUUG UUGUUU AUUUGUUUUAGCGUUUGUUUA 


AUUUUUUG 


3UAUGGAUACACGUUUUGUUUUUUUGUAUUGUGUU 


UGUUUAUAUUGACAUUUUGUUGAUUUAGUUUGAUUUUUUUUAUU 


GCGAUUUGUUUAUUUUGAUGUUUUAUGGUUAUGU UUUGUGU 


GUGUAAUUUUAUUGGUGUUUUU LU 


Y 
UGUUGAAGUUA 


图 16.15 布 氏 锥 虫 COIII mRNA 部 分 被 编辑 的 序列 。 通 过 编辑 加 入 的 U 以 灰色 的 小 写字 
母 表示 ， 基 因 中 出 现 的 工 但 在 mRNA 中 却 不 出 现 〈 如 U) 的 以 序列 上 方 的 蓝 色 表示 。 
(Source; Adapted from Cell 53: cover, 1988. ) 


RNA 编辑 的 机 制 


我 们 已 经 假定 编辑 是 一 种 转录 后 加 工事 件 。 这 
看 起 来 像 一 个 好 赌注 ， 因 为 同一 mRNA 的 未 编辑 转 
录 物 和 编辑 后 的 版 本 可 以 同时 出 现 。 而 且 ， 编 辑 发 
生 在 mRNA 的 poly (A) E, poly (A) 是 转录 后 
加 入 的 。 

编辑 机 制 的 一 个 重要 线索 是 部 分 编辑 的 转录 物 
已 经 分 离 得 到 ， 它 们 常常 发 生 在 3 端 而 不 是 5 端 - 
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这 强烈 提示 RNA 编辑 是 按 3 一 5 方向 进行 的 。1988 
年 ，Kenneth Stuart 及 同事 首次 报道 了 这 一 现象 
他 们 利用 RT-PCR 技术 ， 先 以 RNA 为 模板 在 反 转 
录 酶 的 作用 下 产生 第 一 条 DNA 链 ， 然 后 进行 标准 
的 PCR (第 4 章 )。 

在 实验 中 ,他 们 用 了 几 组 不 同 的 PCR 引物 对 : 
两 条 编辑 的 引物 、 两 条 未 编辑 的 引物 、 仅 一 条 编辑 
过 的 引物 。 完 全 编辑 的 RNA 只 能 与 编辑 的 引物 杂 
X., 产生 PCR 信和 号， 而 不 能 与 非 编辑 的 引物 杂交 ， 


所 以 ， 只 有 一 条 未 编辑 引物 的 PCR 反应 均 不 会 给 出 
该 RNA 的 PCR 信号 。 相 反 ， 一 个 完全 未 编辑 的 
RNA 只 能 与 未 编辑 引物 发 生 反应 。 他 们 在 实际 实验 
中 ， 利 用 未 编辑 的 5 引物 和 编辑 的 3 引物 检测 3 端 
发 生 编辑 的 转录 物 ， 或 利用 编辑 的 5 引物 和 未 编辑 
的 3 引物 检测 5 端 发 生 编辑 的 转录 物 。 如 果 转 录 物 
编辑 的 方向 是 3 一 ~5'， 那 么 只 能 在 3 端 编辑 的 转录 
物 中 检测 到 PCR 信号 ， 而 5 端 编辑 的 转录 物 检测 不 
到 PCR 信号 。 该 PCR 方法 的 优点 是 可 以 扩 增 量 非 
常 小 的 RNA， 如 部 分 编辑 的 RNA， 将 其 变 为 易于 


图 16. 16 


检测 的 DNA 条 带 。 

图 16. 16 是 分 析 结果 。 泳 道 1] 一 4 是 布 氏 锥 虫 动 
基体 RNA 与 不 同 引物 组 合 的 PCR 产物 。 只 有 两 条 
引物 都 编辑 时 ， 或 3 引物 编辑 时 ， 才 能 看 到 PCR 信 
号 。 仅 有 5 引物 编辑 时 ， 看 不 到 任何 信号 。 因 此 ， 
3 编辑 发 生 在 5 编辑 缺失 时 ， 但 是 在 3' 编 辑 未 发 生 
时 ，5 编辑 就 不 能 发 生 。 这 与 编辑 按 3' 一 5 方向 进 
行 的 推论 是 一 致 的 。 泳 道 5 一 6 和 泳 道 ?一 10 分 别 表 
示 阳 性 对 照 和 阴性 对 照 。 


编辑 方向 的 PCR 分 析 。 如 上 所 示 ，Stuart 及 同事 利用 动 基体 RNA 和 编辑 的 


CE) 或 未 编辑 的 《U) 5' 引 物 与 3' 引 物 进 行 RT-PCR， 检 测 细胞 色素 c 氧化 酶 III 的 转录 
情况 ， 如 图 上 方 所 示 。 然 后 印迹 转移 PCR 产物 并 与 标记 的 探 针 杂 交 ， 放 射 性 自 显影 检测 
杂交 产物 。PCR 模板 : 泳 道 1 一 4， 野 生 型 细胞 的 RNA; 泳 道 5 和 6，3 编辑 的 CDNA 
(阳性 对 照 ); 泳 道 ?一 10， 缺 少 线粒体 DNA 的 突变 体 RNA (阴性 对 照 )。(Source; Abra- 
ham, J.M., J.E.Feagin, and K. Stuart, Characterization of cytochrome ¢ oxidase Ill 
transcripts that are edited only in the 3’ region. Cell 55 (21 Oct 1988) p.269, 
f. 2a. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


实验 结果 很 有 价值 ， 但 有 个 缺陷 ， 未 编辑 3 引 
物 的 泳 道 都 没有 PCR 信号 。 我 们 期 望 在 泳 道 4 中 看 
到 信号 ， 它 用 的 是 未 编辑 5 引物 和 3' 引 物 ， 但 是 什 
么 也 没有 看 到 。 这 可 能 〈 也 许 ) 是 总 的 未 编辑 RNA 
的 浓度 太 低 ， 用 这 个 方法 无 法 检测 到 。 但 也 可 能 是 
3' 未 编辑 引物 存在 问题 。 所 以 ， 该 实验 可 以 增加 一 
个 3' 未 编辑 引物 的 阳性 对 照 ， 以 便 消 除 对 3' 未 编辑 
引物 质量 的 怀疑 ， 可 以 用 该 基因 的 体外 转录 物 做 模 
板 ， 它 是 完全 没有 编辑 的 ， 如 果 检 测 到 PCR 信号 ， 
表明 3' 未 编辑 引物 质量 没 问题 。 对 照 在 PCR 实验 中 
尤为 重要 ， 因 为 PCR PREM, WIRTH 
PRA RMT MEH. 

什么 决定 了 编辑 系统 应 该 在 哪里 加 入 或 删除 
UMP 呢 ? Larry Simpson 及 同事 在 1990 年 发 现 利 
WB (Leishmania) 大 环 中 编码 的 引导 RNA 
(guide RNA，gRNA) ， 由 此 获得 了 答案 。 他 们 从 
计算 机 检索 当时 已 知 的 大 环 DNA 序列 的 21kb 部 
分 开始 。 检 索 结果 揭示 了 7 个 短 序列 可 以 产生 短 
RNA (gRNA) 与 5 个 不 同 编辑 的 线粒体 mRNA 
部 分 互补 。 这 种 gRNA 能 够 在 mRNA 的 几 十 个 核 
FRG AGS UMP 的 插入 或 删除 ， 如 图 


16. 17a 和 图 16. 17b 所 示 。 一旦 这 一 编辑 完成 ， 
另 一 个 gRNA 就 与 刚 编辑 区 的 5' 端 杂交 ， 指 导 新 
- 段 的 编辑 ， 如 图 16. 17c 和 图 16. 17d 所 示 。 以 
这 种 方式 从 mRNA 的 3 端 向 5 端 方向 ， 后 续 
ERNA 结合 到 前 任 gRNA 编辑 过 的 区 域 ， 指 导 进 
一 步 编辑 直到 完成 整个 编辑 过 程 。gRNA 的 序列 
再 次 证 实 了 编辑 方向 是 3' 一 5' 的 结论 :， 只 有 在 编 
辑 的 3' 边 界 的 gRNA 能 与 未 编辑 序列 杂交 。 所 有 
其 余 的 BRNA 与 编辑 过 的 序列 杂交 ， 这 只 有 在 编 
辑 从 3 一 5 方向 进行 时 才 合理 。 
gRNA 和 mRNA 碱 基 配 对 的 一 个 显著 特点 是 存 
在 GU 碱 基 配 对 和 标准 的 Watson-Crick 碱 基 配对 。 
在 第 18 章 ， 我 们 将 学 习 G-U 碱 基 配 对 在 翻译 的 密 
码 子 - 反 密码 子 配对 ， 其 中 一 个 碱 基 通 过 轻微 摆动 在 
WatsorrCrick 碱 基 对 中 的 位 置 ， 可 适应 这 种 非 标 准 
碱 基 配 对 。G-U 碱 基 配 对 在 编辑 中 的 重要 性 可 能 是 
因为 它们 较 Watson-Crick 碱 基 对 弱 。 这 表明 新 
BRNA 的 5' 端 可 以 取代 前 一 个 gRNA 的 3' 端 ， 因 为 
它 可 与 mRNA 新 编辑 区 形成 Watson-Crick 碱 基 配 
对 ， 而 前 一 个 gRNA 的 3' 端 与 mRNA 的 配对 中 有 弱 
的 GU 配对 (图 16. 18)。 
441 ， 
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图 16.18 假设 RNA 的 一 部 分 的 编辑 。gRNA ( 蓝 
色 ) 通过 Watson-Crick 碱 基 配对 与 前 体 mRNA 的 已 
编辑 部 分 结合 ， 然 后 gRNA 的 3' 端 作为 U (红色 ) 
插 和 人 的 模板 。 新 插 人 的 U 和 gRNA 之 间 的 碱 基 配 对 
大 部 分 是 Watson-Crick 的 A-U 配对 ， 但 有 2 MER 
摆 的 G-U 配对 ， 用 圆 点 表示 。 


CdCAAAAAAA 


1990 年 末 ，Nancy Sturm 和 Larry Simpson 发 现 
小 环 也 编码 BRNA。 他 们 除了 证 实 编码 gRNA 的 可 
能 性 外 ， 还 找到 了 gRNA 存在 的 直接 证 据 。 将 动 基 
体 RNA 进行 电泳 ，Northern 印迹 ， 根 据 推测 的 
ERNA 基因 在 大 环 中 的 序列 设计 寒 核 背 酸 标记 探 针 
与 其 进行 杂交 ， 检 测 gRNA。 图 16. 19 显示 ， 这 个 
实验 检测 到 了 小 RNA， 它 们 大 部 分 都 短 于 80nt。 

编辑 的 精确 机 制 及 插入 和 删除 UMP 所 需要 的 
切割 和 连接 ， 一 直 都 不 清楚 ， 但 在 动 基体 中 发 现 的 
酶 活性 为 这 些 问 题 提供 了 一 些 线索 。 例如， 动 基体 
中 含有 末端 尿 背 酸 转 移 酶 (terminal uridylyl trans- 
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图 16.17 gRNA 在 编辑 中 的 作用 模 
式 。(a) 第 一 步 ，gRNA-I ( 蓝 黑色 ) 
的 5 端 与 前 体 mRNA 的 无 须 编辑 部 
分 杂交 ， 其 3 端 通过 oligo (U) KR 
与 前 体 RNA 杂交 ， 但 图 中 未 显示 ; 
(b) 其 余 的 大 部 分 gRNA-I 指导 部 分 
前 体 mRNA 的 编辑 ， 编 辑 过 的 部 分 
用 红色 表示 ， 由 于 插入 了 UMP 前 体 
mRNA 长 度 增 加 ; Cc) 一 个 新 的 
gRNA， 即 gRNA-II ( 浅 蓝 色 ) 通过 
与 前 体 mRNA 刚 编 辑 区 的 5 端 杂 交 
而 取代 了 gRNA-I; (d) gRNA-I 指导 
新 一 部 分 前 体 mRNA 的 编辑 ; 
(eo) 以 下 一 个 gRNA 重复 前 面 的 步 
又， 直到 RNA 完全 编辑 。 
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图 16. 19 gRNA 存在 的 证 据 。Simpson 及 同事 对 利 
氏 曼 原虫 线粒体 RNA 进行 Northern 杂交 ， 用 与 
ERNA 杂交 的 标记 壬 核 背 酸 探 针 检测 印迹 。 检 测 的 
@RNA 在 图 的 上 方 标 出 。 (Source: Blum, B., 
N. Bakalara, and L. Simpson, A model for RNA ed- 
“Guide” RNA 
molecules transcribed from maxicircle DNA provide 
the edited information. Cell 60 (26 Jan 1990) 
p.191, £.3a.Reprinted by permission of Elsevier 


iting in kinetoplastid mitochondria: 


Science. ) 


ferase, TUTase), ， 能 够 在 编辑 的 过 程 中 将 多 出 的 
UMP (RM BE EF BA) 加 入 到 mRNA 中 。 因 为 


mRNA 必须 切 开 才 能 接受 新 的 UMP， 所 以 还 必须 
再 次 连接 起 来 ， 而 动 基 体 也 恰好 含有 RNA 连接 酶 
(RNA ligase)。 剩 下 的 主要 问题 是 用 于 编辑 的 尿 喀 
啶 的 来 源 ， 这 可 由 UTP 提供 。 此 外 ， 在 gRNA K 
端的 尿 喀 啶 通过 酯 交换 反应 (transesterification) 而 
转移 到 前 体 mRNA 上 ， 即 尿 喀 了 喧 可 从 gRNA 未 端 脱 
去 ， 直 接 转移 到 前 体 mRNA E. 

1994 年 ，Scott Seiwert 和 Stuart 用 线粒体 提取 
物 和 gRNA 来 编辑 一 个 人 工 合成 的 前 体 mRNA. 他 
们 发 现 UMP 的 剔除 需要 3 个 酶 的 活性 (图 
16. 20a) 。@ 沿 着 gRNA 的 作用 方向 在 UMP 需要 被 
移 除 的 地 方 切 开 mRNA 的 内 切 核酸 酶 ，@ 特 异性 切 
割 末端 尿 喀 啶 的 3' 外 切 核酸 酶 ，@ RNA 连接 酶 。 
1996 年 ，Stuart 及 同事 用 相似 的 体外 系统 证 明 ， 
UMP 的 插入 遵循 以 上 相似 的 3 步 途 径 (图 
16. 20b), DgRNA 介 导 的 内 切 核酸 酶 在 需要 插入 
UMP 的 位 点 切割 mRNA; 四 由 gRNA 引导 ， 有 一 
个 酶 (可 能 是 TUTase) 从 UTP (不 是 来 自 于 
gRNA 的 那个 ) 转移 UMPs; @RNA 连接 酶 ， 将 两 
条 RNA 重新 连接 在 一 起 。 有 意思 的 是 ，gRNA 由 
线粒体 DNA 编码 ， 而 编辑 所 需要 的 蛋白 质 由 细胞 
核 编码 ， 而 后 运输 到 线粒体 。 

小 结 锥 虫 线粒体 所 编码 的 mRNA 不 完整 ， 
翻译 之 前 要 进行 编辑 加 工 。 编 辑 在 一 个 或 者 多 个 
连续 的 gRNA 的 作用 下 沿 着 3 -5 的 方向 进行 。 
第 一 个 gRNA 的 5' 端 杂交 到 一 个 前 体 mRNA 待 
编辑 位 点 一 -3' 未 编辑 区 域 上 ， 剩 下 的 gRNA 的 
5 端 依次 杂交 到 已 编辑 区 域 ， 该 区 域 的 5" 区 域 将 
要 被 编辑 。 所 有 这 些 gRNA RET AMG, 作为 
UBAMMR. Ait gRNA 因 没 有 A 或 G, 不 能 
与 mRNA 的 U 配对， 这 种 情况 下 mRNA 中 的 可 
将 被 移 除 。 BR U 的 机 制 包括 : OF UBEZ 
前 切割 前 体 mRNA; 四 通过 外 切 核酸 酶 移 除 -U; 
图 将 两 条 前 体 mRNA 连接 起 来 . U 插入 机 制 的 
第 一 步 和 最 后 一 步 同上 面 的 机 制 相同 。 但 中 间 步 
w (第 二 步 ) 涉及 增加 一 个 或 者 多 个 UREE 
除 U， 增 加 的 刀 来 源 于 UTP。 


核 普 酸 脱 氨 基 化 编辑 


RNA 编辑 不 是 一 个 仅仅 在 奇怪 生物 中 才 发 生 的 
稀奇 事 ， 它 在 高 等 生物 甚至 哺乳 动物 中 也 发 挥 着 重 
要 作用 。 在 哺乳 动物 中 虽然 没有 发 现 像 锥 虫 那样 进 
行 尿 喀 啶 的 插 人 和 删除 的 编辑 ， 但 有 大 量 证 据 表 明 
存在 着 另 一 种 方式 的 编辑 ， 即 腺 童 酸 脱 氨基 后 转化 
AKREY BHR 〈inosine) ， 腺 苷 酸 氨 基 基 团 被 氧 
取代 。 因 为 次 黄 味 叭 核 背 与 鸟 味 叭 核 苷 以 相同 的 方 
式 与 胞 喀 啶 核 昔 酸 碱 基 互 补 配对 ， 腺 苷 酸 脱 氨基 化 
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图 16.20 RNA 编辑 机 制 。 显 示 删 除 U (a) 和 
HAU (b) 的 机 制 ， 从 mRNA 前 体 〈 紫 红色 ) 
和 gRNA (ERE) 的 杂交 开始 ， 如 图 上 部 所 
TR. BRNA 的 突出 部 分 表示 与 mRNA 前 体 不 匹 
配 的 碱 基 。 箭 头 表明 核酸 酶 前 切 需 编辑 mRNA 
的 位 点 。(a) 删除 U。 步 又 1， 内 切 核酸 酶 前 切 
mRNA 前 体 中 将 被 删除 U 的 3 端 。 步 又 2， 外 
切 核酸 酶 切 去 左手 RNA 片段 末端 的 UMP, 在 
mRNA 前 体 的 N 碱 基 和 gRNA 的 N ' 碱 基 之 间 
进行 碱 基 配 对 。 步 骤 3，RNA 连接 酶 将 mRNA 
前 体 的 两 部 分 又 连接 在 一 起 ,(b) 插入 U。 第 
一 步 ， 内 切 核酸 酶 剪 切 mRNA 前 体 中 由 gRNA 
指导 的 U 将 被 插 人 的 位 置 。 第 二 步 ，TUTase 
将 UMP 从 UTP 转移 到 左手 RNA 片段 的 3 端 ， 
在 gRNA 中 U MA REX, 第 三 步 , RNA 连接 
酶 将 mRNA 前 体 连接 起 来 。( Source，Adapted 
from Seiwert, S. D. , Pharmacia Biotech in Sci- 
ence Prize. 1996 grand prize winner. RNA edi- 
ting hints of a remarkable diversity in gene ex- 
pression pathways. Science 274; 1637, 1996. ) 


后 改变 了 一 个 密码 子 的 编码 意义 。 例 如 ，ACG ( 苏 
AM) 密码 形成 了 ICG 密码 , 它 将 被 核糖 体 作为 
GCG (WARD 读 码 。 

这 类 RNA 编辑 由 RNA 4i hE BA OR Oe BE SA 
(adenosine deaminase acting on RNA, ADAR) 介 
F. 人 和 小 鼠 含有 3 个 ADAR 基因 : ADARI, 
ADAR2、ADAR3 。 前 两 个 基因 产物 在 体内 普遍 存 
在 , 但 第 三 个 基因 的 产物 只 存在 于 脑 中 。 这 些 酶 非 
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常 特异 ， 如 果 它 们 将 mRNA 的 每 个 腺 苷 都 去 氨基 的 
话 , 那 将 是 灾难 性 的 ,所 以 它们 只 选择 特定 的 
mRNA 中 特定 的 腺 苷 发 挥 作 用 。 例 如 ，ADAR2 将 
谷 氨 酸 盐 敏 感 型 离子 通道 受 体 亚 基 B (GluR-B) 
mRNA 的 一 个 腺 背 去 氨基 化 ， 具 有 大 于 99% 的 效 
率 。mRNA 中 的 这 一 改变 将 一 个 谷 氨 酸 密码 换 成 了 
精 氮 酸 密码 。 这 一 改变 重要 吗 ? 我 们 知道 含 GluR-B 
蛋白 的 离子 通道 中 的 精 氨 酸 被 谷 氨 酸 替代 后 ， 对 钙 
离子 具有 较 强 的 通 透 性 。 因 此 可 以 预测 ADAR2 基 
因 缺 陷 小 鼠 会 有 严重 问题 。 的 确 如 此 ， 纯 合 ADAR2 
基因 缺陷 型 小 鼠 不 能 进行 恰当 的 GluR-B mRNA 编 
辑 。 它 们 看 似 发 育 正常 ， 但 在 断奶 后 很 快 死亡 。 

Peter Seeburg 及 同事 想 了 解 ， 如 果 对 小 鼠 
GluR-B 基因 进行 简单 的 诱 变 ， 使 之 在 原 编辑 位 点 编 
码 精 氨 酸 ， 然 后 无 需 对 该 基因 的 转录 物 再 进行 编辑 
了 ， 那么 将 会 发 生 什么 情况 呢 ? 在 进行 这 个 实验 时 ， 
他 们 发 现 ， 即 使 带 有 纯 和 的 缺陷 型 ADAR2 基因 的 
小 鼠 也 是 活 的 。 因 此 ， 该 实验 也 证 明 ADAR2 酶 的 
唯一 关键 臣 位 点 是 GluR-B 转录 物 。 

果 蜗 基因 组 只 含有 一 个 ADAR 基因 。 一旦 该 基 
因 发 生 突变 ， 突 变 果 蝇 将 缺少 所 有 的 ADAR 活性 ， 
不 能 对 已 知 的 编辑 位 点 进行 任何 mRNA 的 编辑 。 这 
些 突变 的 果 蝇 能 够 存活 ， 但 是 它们 行走 困难 、 不 能 
飞 、 进 行 性 神经 元 退化 。 所 以 ， 该 突变 的 表 型 与 哺 
乳 动物 中 ADAR2 基因 突变 的 表 型 相似 。 果 蝇 实 验 
证 明了 ADAR 对 mRNA 的 编辑 是 中 枢 神 经 系统 正 
常 发 育 所 必需 的 这 一 假说 。 

ADARI1 对 于 哺乳 动物 的 正常 生命 活动 似乎 也 
是 必需 的 。Kazuko Nishikura 及 同事 对 小 鼠 干细胞 
实施 诱 变 ， 得 到 杂 合 的 突变 体 (ADARI), R 
将 这 些 细胞 注射 到 正常 小 鼠 的 胚 泡 中 ， 期 望 产生 由 
合 鼠 〈 第 5 章 )。 但 他 们 发 现 这 是 不 可 能 的 ， 即 使 利 
用 大 比率 的 突变 细胞 也 不 能 产生 嵌 合 刀 。 注入 多 于 
一 定量 的 突变 体 细胞 的 胚胎 不 会 存活 到 出 生 。 所 以 ， 
ADARI 突变 体 是 胚 致死 性 的 ， 尽管 是 杂 合 的 。 

为 什么 具有 低 ADARI 活性 的 胚 会 死亡 呢 ? 受 
影响 胚胎 的 大 多 数组 织 表 现 正常 ， 但 红细胞 却 例外 。 
如 同 来 自 卵黄 厢 中 的 红细胞 一 样 ， 它 们 从 卵黄 囊 转 
移 到 肝脏 后 的 很 长 时 间 内 却 仍 具有 细胞 核 ， 通 常 红 
细胞 在 肝脏 内 会 失去 细胞 核 。 所 以 ， 红 细胞 发 生 的 
某 些 机 制 依赖 于 胚胎 中 ADAR 的 完全 表达 。 

有 意思 的 是 ， 有 些 肿瘤 丧失 了 ADAR 活性 。 尤 
其 是 叫做 多 形 性 成 胶 质 细胞 瘤 (gioblastoma multi- 
forme, GBM) 的 人 类 恶性 脑 瘤 ， 仅 有 非常 低 的 
ADAR2 活 性 和 相应 的 编辑 不 良 的 GluR-B mRNA, 
一 些 疯 痛 患者 也 有 编辑 不 良 的 mRNA， 而 且 GBM 
患者 党 遭受 症 疯 病 的 困扰 。 
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另 一 种 编辑 方式 是 通过 RNA Heat Hee Me R 
酶 (cytidine deaminase acting RNA, CDAR) 进行 
的 ， 将 胞 喀 院 转变 成 尿 喀 啶 。 这 种 CU 的 编辑 在 
多 发 性 神经 纤维 痛 I 型 患者 的 良性 神经 鞘 瘤 中 大 约 
25% 是 缺陷 型 的 。C 一 U 编辑 也 可 能 发 生 在 人 类 细 
胞 的 HIV 转录 物 中 。 在 被 HIV 感染 的 人 类 细胞 中 
仍 存在 另 一 种 编辑 方式 ， 即 G 一 A。 但 是 这 种 编辑 
不 能 仅 用 一 步 去 氨基 作用 来 解释 ， 目 前 仍 不 清楚 它 
的 作用 机 制 。 

小 结 ”包括 果 蝇 和 哺乳 动物 在 内 的 高 等 真 核 
生物 ， 其 RNA 必须 经 过 转录 后 的 编辑 加 工 ， 腺 
苷 酸 脱 氨 基 化 形成 次 黄 嗓 叭 核 背 酸 才能 编码 适当 
的 蛋白 质 。 已 知 RNA 依赖 性 腺 哇 岭 脱 氨 酶 (A- 
DAR) 行使 这 种 RNA 编辑 功能 。 此 外 ， 一 些 腺 
LAURE RAR IS RNA 才能 正确 编码 。 


16.5 基因 表达 的 转录 后 调控 


在 对 真 核 和 原核 转录 机 制 的 讨论 中 ,我们 已 经 
看 到 很 多 转录 水 平 调控 的 例子 。 通 过 阻 断 基因 表达 
的 第 一 步 转录 来 控制 基因 表达 是 合理 的 ， 这 也 是 最 
经 济 的 方法 ， 因 为 细胞 不 需要 消耗 能 量 去 合成 一 个 
无 用 蛋白 质 的 mRNA, 

虽然 转录 水 平 的 调控 是 控制 基因 表达 的 最 普遍 
形式 ， 但 绝 不 是 唯一 方式 。 我 们 在 第 15 章 知 道 
Poly(A) 可 以 稳定 mRNA 并 确保 mRNA 正常 翻译 ， 
mRNA 3'-UTR 具有 一 个 特殊 序列 ， 称 为 胞 质 多 聚 
AR TF BR 46 Jè fF (cytoplasmic polyadenylation ele- 
ment，CPE)， 它 在 卵 母 细胞 成 熟 过 程 中 控制 着 母性 
信息 的 多 聚 腺 苷 酸化 效率 。 可 见 ， 这 些 CPE 行使 基 
因 表 达 控 制 者 的 功能 。 

基因 表达 的 更 重要 转录 后 调控 是 mRNA 稳定 性 
的 调控 。Joe Harford 指出 “细胞 内 mRNA 的 水 平 
与 其 稳定 性 的 相关 性 较 与 其 转录 效率 更 为 密切 ”。 


BEE mRNA 的 稳定 性 


乳腺 组 织 对 促 乳 素 (prolactin》 的 应 管 提供 了 
一 个 调控 mRNA 稳定 性 的 好 例子 。 当 培养 的 乳腺 组 
织 用 促 乳 素 刺 激 时 ， 以 产生 和 乳 蛋 白质 酷 蛋 白 (case- 
in) 做 出 响应 。 由 此 可 以 推测 ， 伴 随 酷 蛋白 的 增加 ， 
BEA mRNA 浓度 也 会 增加 ， 事 实 也 确实 如 此 。 促 
乳 素 处 理 乳 腺 组 织 24h 后 ， 酷 蛋白 mRNA 水 平 增加 
TH 20 倍 。 而 这 并 不 意味 着 酷 蛋 白 mRNA 的 合成 
效率 增加 了 20 倍 。 实 际 上 ， 转 录 效 率 只 增加 了 2 一 3 
48. MHA mRNA 水 平 的 上 升 主要 归 因 于 酪 蛋白 
mRNA 的 稳定 性 增加 了 约 20 倍 。 


Jeffrey Rosen 及 同事 通过 脉冲 示 踪 (pulse 
chase) 实验 测定 酷 蛋 白 mRNA 的 半 庆 期。 半衰期 
(half-life》 是 指 半数 mRNA 降解 所 需要 的 时 间 。 他 
们 在 促 乳 素 有 或 无 的 条 件 下 ， 在 体内 短 时 间 放 射 性 
标记 了 酪 蛋白 mRNA， 即 对 细胞 进行 放射 性 核 背 酸 
kth, (imide RBA RN RNA 中 。 然 后 
将 细胞 转移 到 非 放射 性 培养 基 中 ， 随 着 标记 RNA 
的 降解 和 未 标记 RNA 的 取代 ， 可 跟踪 测定 RNA 放 
射 性 的 丢失 。 经 多 次 示 踪 实验 后 ， 将 酪 蛋白 mRNA 
同 已 克隆 的 酪 蛋白 基因 进行 杂交 ， 以 测定 酪 蛋白 
mRNA 的 水 平 。 标 记 的 酪 蛋白 mRNA 消失 得 越 快 ， 
表明 它 的 半衰期 越 短 。 结 果 如 表 16. 1 所 示 ， 在 促 乳 
素 存 在 条 件 下 ， 酷 蛋白 mRNA 的 半衰期 迅速 增加 ， 
从 1.1h 上 升 到 28. 5h。 同 时 ， 响 应 促 乳 素 的 总 poly 
(A)? mRNA 的 半衰期 仅 增加 了 1. 3 一 4 倍 。 看 起 来 
促 乳 素 选择 性 地 稳定 酪 蛋白 mRNA， 使 酷 蛋 白 的 表 
达 极 大 地 增强 了 。 注 意 ， 脉 冲 示 踪 技 术 除了 用 来 测 
定 分 子 半衰期 外 ， 还 可 以 做 很 多 事情 ， 如 揭示 前 体 - 
产物 关系 ， 因 为 标记 的 前 体会 进 人 标记 的 产物 中 去 。 
我 们 在 本 章 前 面 讨论 rRNA 前 体 和 产物 的 关系 时 ， 
就 列举 过 一 个 很 好 的 例子 。 


表 16.1 促 乳 素 对 酶 蛋白 mRNA 半衰期 的 影响 


RNA 半衰期 /h 
RNA 种 类 一 泌乳 刺激 素 “十 泌乳 刺激 素 
rRNA >790 >790 
poly(A) * RNA CE EWIK) 3.3 12.8 
poly(A)+ RNA CERM K) 29 39 
MÉ mRNA 1.1 28.5 


Source; Reprinted from Guyette, W. A. , R. J. Ma- 
tusik, and J. M. Rosen, Prolactinmediated transcriptional 
and post-transcriptional control of casein gene expres- 
sion. Cell 17; 1013, 1979. Copyright © 1979, with per- 


mission from Elsevier Science. 


小 结 转录 后 调控 基因 表达 的 常见 形式 是 控 
制 mRNA 的 稳定 性 。 例 如 ， 当 和 乳腺 组 织 受 促 乳 
素 刺 激 时 ， 栈 蛋白 的 合成 量 会 急剧 增加 ,但 酷 蛋 
白 量 的 增加 主要 是 由 于 酪 蛋白 mRNA 的 半衰期 
延长 了 ， 而 不 是 其 基因 转录 水 平 的 增加 。 


转 铁 蛋白 受 体 mRNA 的 稳定 性 


研究 转录 后 调控 最 清楚 的 例子 是 哺乳 动物 的 铁 高 
子 稳 态 (iron homeostasis) 〈 调 控 铁 离子 浓度 )。 铁 离 
子 是 所 有 真 核 细胞 所 必需 的 矿物 元 素 ， 但 高 浓度 的 铁 
离子 对 细胞 有 害 。 所 以 ， 细 胞 必须 精确 调节 细胞 内 铁 
离子 的 浓度 。 哺 乳 动物 细胞 通过 调节 两 个 蛋白 质 的 量 
来 调节 铁 离子 浓度 : 一 个 是 离子 运输 蛋白 ， 称 为 转 铁 


蛋白 受 体 〈transferrin receptor，TIR) ， 另 一 个 是 离子 
储藏 蛋白 ， 称 为 铁 蛋 白 〈ferritin)。 转 铁 蛋 白 是 离子 
耐 受 蛋白 ， 它 可 通过 细胞 表面 的 转 铁 蛋 白 受 体 TIR 
进入 细胞 。 一旦 转 铁 蛋 白 进入 细胞 ， 便 将 离子 传递 给 
细胞 内 的 其 他 蛋白 质 ， 如 需要 铁 离子 的 细胞 色素 。 另 
一 种 情况 是 ， 若 细胞 吸收 了 过 多 的 铁 离子 ， 就 以 铁 蛋 
白 的 形式 将 铁 离子 储存 起 来 。 

因此 ， 当 细胞 需要 较 多 的 铁 离子 时 ， 细 胞 会 增 
加 转 铁 蛋 白 受 体 的 浓度 ， 使 更 多 的 铁 离 子 进入 细胞 ， 
同时 减少 铁 蛋 白 的 浓度 ， 使 储存 的 铁 离子 不 会 太 多 ， 
可 利用 的 更 多 些 。 此 外 ， 如 果 一 个 细胞 有 太 多 的 铁 
离子 ， 它 会 减少 转 铁 蛋 白 受 体 的 浓度 并 增加 铁 蛋 白 
的 浓度 。 细 胞 采用 转录 后 调控 来 完成 这 两 个 工作 ， 
调节 铁 蛋白 mRNA 的 翻译 效率 ， 调 节 转 铁 蛋白 受 体 
mRNA 的 稳定 性 。 我 们 将 在 第 17 章 讨论 铁 蛋 白 
mRNA 的 翻译 。 以 下 我 们 先 详细 讨论 转 铁 蛋白 受 体 
mRNA 的 稳定 性 调节 。 

1986 4F, Joe Harford 及 同事 报道 ， 利 用 整合 物 
耗 竟 细 胞 内 的 铁 离子 可 增加 转 铁 蛋白 受 体 (TIR) 
的 mRNA 浓度 。 此外， 通过 加 入 血 晶 素 Chemin) 
或 铁 盐 来 增加 细胞 内 铁 离 子 浓度 可 降低 TIR mRNA 
的 浓度 。 细 胞 内 铁 离 子 浓度 变化 所 引起 的 TIR mR- 
NA 浓度 改变 ， 主 要 原因 不 是 TIR mRNA 合成 速率 
的 改变 ， 而 是 在 很 大 程度 上 依赖 于 TIR mRNA #2 
期 的 改变 。 具体 讲 ，TfR mRNA 的 半 误 期 可 以 从 铁 
离子 充足 时 的 45min 增加 到 离子 缺乏 时 的 数 小 时 。 
我 们 将 查验 mRNA 半衰期 数据 ， 但 接 下 来 先 要 搞 清 
楚 mRNA 的 结构 ， 因 为 根据 mRNA 结构 才 有 可 能 
调节 其 寿命 。 

铁 离 子 应 答 元 件 1985 年 ，Lukas Kühn 及 同 
事 克隆 了 一 个 人 类 TR cDNA， 发 现 其 编码 mRNA 
有 3 个 区 域 ，96nt 的 5'- 非 翻译 区 (5'-UTR)、 
2280nt 的 编码 区 、2.6kb 的 3'- 非 翻译 区 (3'- 
UTR)。 为 检测 较 长 的 3-UTR 的 作用 ，Dianne 
Owen 和 Kühn 删除 了 3'-UTR 的 2. 3kb， 然 后 用 截 
短 的 重组 子 转 染 小 鼠 工 细胞 。 同 时 他 们 还 构建 了 另 
一 个 相似 的 重组 子 ， 用 SV40 病毒 启动 子 代替 正常 
的 TfR 启动 子 。 然 后 用 人 TIR 特异 性 单 克隆 抗体 
和 荧光 标记 的 第 二 抗体 检测 细胞 表面 的 TIR, P 
16.21 显示 了 检测 结果 。 对 于 野生 型 基因 ， 细 胞 通 
过 增加 约 3 倍 的 表面 TR 浓度 来 响应 铁 整 合剂。 他 
们 发 现 一 方面 SV40 启动 子 调控 的 TIR 基因 具有 相 
同 的 表达 行为 ， 表 明 TR 启动 子 与 铁 离子 响应 无 
关 ; 另 一 方面 ， 删 除了 3'-UTR 的 基因 不 响应 铁 离 
子 ， 不 论 铁 丈 合 剂 存在 与 否 ， 细 胞 表面 的 TIR 浓度 
相同 。 显 然 ， 实 验 中 所 删除 的 3 -UTR 部 分 包含 铁 
离子 应 答 元 件 。 
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图 16.21 3'-UTR 对 TER 的 细胞 表面 浓度 的 铁 离子 应 答 的 影响 。Owen 和 Kuhn 构建 了 如 图 所 
示 的 TIR 基因 。 条 框 中 的 DNA 区 域 用 不 同 颜色 表示 。SV40 启动 子 橙色 ，TIR 启动 子 蓝 色 ， 
TAR 5'- UTR 黑色 ，TfR 编码 区 黄色 ，TfR 3'- UTR 绿色 ，SV40 多 聚 腺 苷 酸化 信号 紫色 。 用 这 
些 质粒 分 别 转 染 细胞 ， 利 用 荧光 抗体 分 析 细胞 表面 的 TAR 浓度 。 右 侧 数 字 为 铁 离子 整合 剂 ( 去 
铁腕 ) 有 或 无 时 ， 细 胞 表面 TfR 的 比率 ， 旁 边 是 细胞 对 离子 整合 剂 反应 的 定性 指数 〈 十 或 一 ) 。 
(Source: Adapted from Owen, D. and L. C. Kühn, Noncode 3'sequences of the transferrin recep- 
tor gene are required for mRNA regulation by iron. The EMBO Journal 6: 1288, 1987.) 


当然 ， 细 胞 表面 TIR 受 体 的 出 现 并 不 一 定 反映 
TER mRNA 的 浓度 。 为 了 直接 检测 铁 离子 对 TAR 
mRNA 浓度 的 影响 ， 他 们 对 铁 束 合剂 处 理 和 未 处 理 
细胞 的 TAR mRNA 进行 了 Sl 核酸 酶 分 析 (第 5 
章 )。 如 预期 的 那样 ， 铁 整合 剂 极 大 地 增加 了 TIR 
mRNA 的 浓度 ， 但 TAR 基因 缺失 3'-UTR 时 ， 对 铁 
离子 的 这 种 应 答 就 消失 了 。 

那么 3-UTR 的 哪 部 分 赋予 了 铁 离子 应 答 呢 ? 
Harford 及 同事 发 现 只 需 从 3'-UTR 的 中 部 删除 


678nt 就 可 消除 大 部 分 的 铁 离子 应 答 。 

计算 机 分 析 这 段 678nt 片段 发 现 ， 它 最 可 能 包 
含 5 个 发 夹 或 莹 环 的 结构 ， 如 图 16, 22 所 示 。 更 有 
趣 的 是 ， 所 有 这 些 茎 环 的 总 体 结构 ， 包 括 各 环 的 序 
列 ， 与 铁 蛋 白 mRNA 5'-UTR 中 发 现 的 花环 高 度 相 
似 。 该 蔡 环 称 作 铁 应 答 元 件 Cron response element, 
JIRE)， 负 责 铁 离子 刺激 铁 蛋白 mRNA 翻译 的 能 力 。 
言 外 之 意 是 ， 这 些 IRE 元 件 是 TAR 基因 表达 对 铁 离 
子 应 答 的 中 介 者 。 


GU GA GU Gu Gu Gu 
A G A G A G A G A G A G 
C u C u c c c U C A C uU 
A-U A-U G-C G-C A-U A-U 
A-U G-c A-U A-U G-C A-U 
C-G U-A A-U G-U A-U G-C 
us -U S 3 $ < 
e G CUA CU-A CU-A CUA CUA 
u A-U A-U A-U A-U A-U 
C-G U-A U-A U-A U-A U-A 
UC-G U-A U-A U-A G-U U-A 
U-A U-A A-U A-U U-G A-U 
U-A A-U A-U C-G A-U 
G-C U-G U-A A-U 
G:C U-G A-U 
G-C 
CA B C D E, 
v 
RAE TAR mRNA 3-UTR 
mRNA 5’-UTR 


图 16.22 人 TER mRNA 3'-UTR 的 5 个 茎 环 结构 与 人 铁 蛋白 mRNA 5'-UTR 的 IRE 的 比较 。 保 守 的 环 突 C 
用 蓝 色 表示 ， 环 中 的 保守 碱 基 用 红色 表示 。(Source:， Adapted from Casey, J.L., M.W. Hentze, 
D. M. Koeller, S. W. Caughman. T. A. Rovault, R. D. Klausner， and J.B. Harford, Iron-responsive ele- 
ments; Regulatory RNA sequences that control mRNA levels and translation. Science 240; 926, 1988. ) 


+ 446 。 


Harford 及 同事 通过 凝 胶 阻 灌 实 验 继续 研究 发 
现 ， 人 细胞 中 含有 一 个 或 多 个 蛋白 质 ， 能 特异 性 地 
结合 人 TIR IRE (图 16.23)。 这 种 结合 可 被 过 量 
TAR mRNA 或 同样 具有 IRE 的 铁 蛋 白 mRNA 所 竞 
P, 但 没有 IRE 的 B 球 蛋白 mRNA 不 能 参与 竞争 。 
所 以 ， 这 种 结合 是 IRE 特异 性 的 。 这 一 发 现 强调 了 
铁 蛋 白 和 TIR IRE 存在 相似 性 ， 提 示 它 们 甚至 可 能 
结合 相同 的 蛋白 质 。 但 正如 所 看 到 的 ， 蛋 白质 与 这 
两 个 mRNA 的 结合 具有 不 同 的 作用 。 


1234 
en 


Y 


铁 高 子 应 答 元 件 


pt 

16.23 IRE 结合 蛋白 的 凝 胶 阻 滞 分 析 。Harford 
及 同事 制备 了 标记 的 1059bp 转录 物 ， 该 转录 物 对 
应 于 人 的 含 5 个 IRE 的 TIR mRNA 的 3'-UTR, 
将 标记 RNA 与 人 细胞 (有 或 无 竞争 RNA) 的 胞 
质 提取 物 混合 ， 电 瀛 复合 物 ， 放 射 自 显影 观察 。 泳 
道 1， 无 竞争 物 ， 泳 道 2，TfR mRNA 竞争 物 ; 泳 
道 3， 铁 蛋白 mRNA 竞争 物 ; 沪 道 4，B 球 蛋白 
mRNA 竞争 物 。 箭 头 指示 特异 性 蛋白 质 -RNA 复 
合 物 ， 可 能 有 一 个 或 多 个 IRE 结合 蛋白 . (Source: 
Koeller, D. M., J. L. Casey, M. W. Hentze, E. 
M. Gerhardt, L.-N. L. Chan, R. D. Klausner, and 
J. B. Harford, A. cytosolic protein binds to struc- 
tural elements within the nonregulatory region of the 
transferrin receptor mRNA. Proceedings of the Na- 
tional Academy of Sciences USA 86 (1989) 
p. 3576. f. 3.) 


DE KET REM MRR AZ TIR 的 
浓度 就 会 降低 ， 并 且 TR 浓度 的 降低 主要 归 因 于 
TIR mRNA 稳定 性 的 降低 。TIR 对 铁 离子 的 应 答 
主要 依赖 于 mRNA 的 3'-UTR， 它 包含 5 个 称 为 
铁 离子 应 答 元 件 〈IRE) ERAH, 

快速 周转 决定 子 已 知 铁 离子 通过 控制 mRNA 
的 稳定 性 来 调节 TIR 基因 的 表达 ， 并 且 一 个 蛋白 质 
可 以 结合 到 TIR mRNA 3'-UTR 的 一 个 或 多 个 IRE 
上 ， 所 以 我 们 推测 IRE 结合 蛋白 可 以 保护 mRNA 免 


于 降解 。 这 种 调节 要 求 TIR mRNA 本 身 是 不 稳定 
的 。 因 为 如 果 它 是 稳定 的 mRNA， 通 过 进一步 提高 
稳定 性 所 得 到 的 相对 增益 就 很 少 。 确 实 ， 该 mRNA 
不 稳定 ，Harford 及 同事 证 明 这 种 不 稳定 性 是 由 快 
速 周转 决定 子 (rapid turnover determinant) 引起 
的 ， 它 也 位 于 3 -UTR。 

什么 是 快速 周转 决定 子 ? 由 于 人 和 鸡 TIR 基因 
具有 相同 调控 方式 ， 它 们 可 能 具有 相同 的 快速 周转 
决定 子 。 所以， 比较 这 两 个 mRNA 的 3-UTR 有 可 
能 发 现 一 些 共同 特征 ， 从 而 提示 我 们 从 哪里 开始 研 
FE. Harford 及 同事 比较 了 人 TIR mRNA 的 678nt 
区 与 鸡 TIR mRNA 的 相应 区 域 ， 发 现在 包含 IRE 的 
区 域 有 高 度 的 相似 性 。 图 16. 24 的 重组 子 1 表示 人 
类 的 678nt 区 结构 。 两 者 在 该 区 的 5 端 都 有 两 个 
TRE, 然后 是 具有 大 环 的 荃 ( 人 类 为 250nt， 鸡 为 
332nt) ， 随 后 是 其 他 3 个 IRE。 人 类 TIR mRNA 中 
包含 5 -IRE 和 3'-IRE 的 区 域 与 鸡 TAR mRNA 的 相 
应 区 域 非常 相似 ， 但 中 间 的 环 区 及 较 远 的 上 游 和 下 
游 区 没有 可 检测 到 的 相似 性 。 这 表明 快速 周转 决定 
子 应 该 位 于 IRE 的 某 个 地 方 。Harford 等 通过 突变 
TAR mRNA 的 3-UTR， 观 察 哪 些 突 变 体 可 以 稳定 
mRNA 鉴定 出 其 中 的 一 些 元 件 。 

如 图 16. 24 所 示 ， 他 们 首先 观察 了 简单 的 5 或 
3 删除 突变 体 ， 用 这 些 突变 体 转 染 细胞 ， 然 后 通过 
比较 血 唱 素 或 离子 袭 合剂 去 铁 胺 处理 后 ， 细 胞 的 
TAR mRNA 和 蛋白质 水 平 ， 以 此 分 析 铁 离子 调控 。 
分 别 利 用 Northern 印迹 和 免疫 共 沉 淀 法 检测 mRNA 
水 平和 蛋白 质 水 平 的 变化 。 他 们 发 现 250nt 中 心 环 
的 删除 〈 重 组 子 2) IRE A 的 删除 〈 重 组 子 3) 对 
铁 离子 调节 没有 影响 。 这 两 个 重组 子 所 产生 的 响应 
都 与 野生 型 (重组 子 1) 相似 ， 即 用 铁 整 合剂 而 不 
是 血 晶 素 处 理 细胞 时 ，TIR mRNA 和 蛋白 质 水 平 有 
很 大 提高 。 但 是 ， 同 时 删除 IRE A 和 B 后 (重组 子 
4) 消除 了 铁 离子 调节 作用 ， 在 两 种 处 理 条 件 下 TrR 
mRNA 和 蛋白 质 水 平 不 变 〈 都 很 高 )。 因 此 ， 缺 失 
JRE B 时 TrR mRNA 是 稳定 的 ， 所 以 该 IRE 可 能 是 
快速 反 转 决定 子 的 一 部 分 。3 "删除 得 到 相似 的 结果 。 
删除 IRE E 对 铁 调 节 几 乎 没有 影响 ， 而 同时 删除 
IRE D 和 下 可 稳定 TAR mRNA， 甚 至 在 血 晶 素 存在 
情况 下 也 如 此 。 因 此 ，IRE D 可 能 是 快速 周转 决定 
子 的 一 部 分 。 

基于 以 上 结果 ， 可 以 预测 IRE A、IRE E 和 中 
心 环 的 删除 不 改变 铁 离 子 的 调控 。 于 是 ， 他 们 人 工 
合成 了 一 个 缺失 这 3 个 部 分 的 元 件 ， 叫 做 TRS-1， 
如 图 16. 25a 所 示 。 正 如 预期 的 那样 ， 包 含 这 些 元 件 
的 mRNA 完全 保留 了 铁 离子 应 答 功能 。 接 着 ， 他 们 
制备 了 两 个 TRS-1 的 突变 体 (图 16. 25a)。 一 个 是 
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图 16.24 用 3'-UTR 删除 突变 体 分 析 铁 离子 应 答 性 。Harford 及 同事 在 人 TIR 基因 3'-UTR 的 


部 分 区 域 做 删除 突变 ， 该 区 含 IRE KH) 678nt。 用 


这 些 重组 子 转 染 细胞 〈1 一 6)。 用 血 晶 素 〈H) 


WARE (D) 处 理 后 ， 用 Northern 印迹 测定 mRNA 浓度 (mRNA 水 平 )。 同 样 处 理 后 ， 用 免 
疫 共 沉淀 测定 TIR EHRE OKE). Northern 印迹 与 免疫 沉淀 结果 如 右 图 所 示 , (Source: Ca- 
sey, J. L., D. M. Koeller, V.C. Ramin, R. D. Klausner, and J. B. Harford, lron regulation of 
transferrin receptor. EMBO Journal 8 (8 Jul 1989) p. 3694. f. 1.) 


TRS-3，3 个 IREMMRT, MOLARS, 
即 图 16. 25 中 向 下 画 出 的 茎 环 。 另 一 个 是 TRS-4， 
WERT 3 个 碱 基 ， 它 们 是 分 别 位 于 每 个 IRE 环 5 
端的 C。 图 16. 25b 显示 了 这 两 个 突变 体 的 效果 。 
无 IRE 的 TRS-3 失去 了 全 部 铁 离子 应 答 ， 并 且 TR 
RNA 看 起 来 比 野生 型 mRNA 稳定 得 多 。 换 句 话 
说 ， 即 使 有 血 晶 素 存在 ， 仍 有 大 量 的 TR. TRS4 
是 每 个 IRE 都 缺失 一 个 C， 丧失 了 大 部 分 铁 离子 应 
答 , 但 mRNA 保持 不 稳定 。 换 名 话说， 即使 在 铁 
整合 剂 存在 时 仍然 没有 多 少 TR. Kik, mRNA 
保留 了 其 快速 周转 决定 元 件 ， 但 失去 了 被 RE 结合 
蛋白 稳定 的 能 力 。 事 实 上 ， 如 我 们 所 期 望 的 那样 ， 
凝 胶 阻 灌 实 验 显示 TRS-4 不 能 结合 IRE 结合 蛋白 。 

为 了 进一步 确定 快速 周转 决定 子 ，Harford 及 
同事 构建 了 两 个 新 的 重组 子 ， 他 们 分 别 删除 了 大 中 
心 茜 环 两 边 的 〈 方 向 朝 下 的 ) 非 IRE. ae 
胞 转 染 和 免疫 共 沉淀 实验 〈 如 前 面 所 述 ) 检测 重组 
子 。 两 个 重组 子 几乎 都 丢失 了 所 有 的 铁 应 答 ， 都 有 
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组 成 型 TR 高 水 平 的 表达 (与 图 16. 25 中 TRS-3 的 
影响 相同 )。 因 此 ， 两 个 茎 环 的 缺失 对 赋予 mRNA 
快速 周转 的 能 力 都 具有 重要 作用 。 为 了 证 明 该 结果 
不 是 由 mRNA 与 IRE 结合 蛋白 相互 作用 的 不 稳定 性 
造成 的 ， 研究 人 员 利 用 凝 胶 阻 滞 实 验 〔 如 前 面 所 述 ) 
检测 了 蛋白 质 -RNA 的 结合 。 两 个 突变 体 都 能 够 像 
野生 型 mRNA 那样 同 IRE- 结 合 蛋白 进行 结合 ， 并 
且 这 种 结合 在 任何 情况 下 都 受到 非 标记 的 IRE 
RF. 


小 结 缺失 JRE A 和 下 以 及 TIR 3-UTR 中 
间 的 大 葵 环 不 改变 铁 应 答 。 然而 ' 缺失 所 有 的 
IRE, 或 两 个 非 IRE 葵 环 中 的 任何 一 个 都 会 使 
TIR mRNA 变 得 稳定 。 所 以 ; 4B IRE ESR 
任何 一 个 ， 和 至 少 IRE B~D 中 的 一 个 ， 都 是 快 
速 周转 决定 子 的 一 部 分 。 从 IRE B~D BR 
UMEDA Se TIR mRNA 变 得 不 稳定 且 不 
能 结合 IRE 结合 蛋白 。 
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图 16.25 TIR 3'-UTR 的 IRE 区 的 删除 对 铁 离 
子 应 答 的 影响 。(a) 删除 突变 体 的 产生 。 
Harford 及 同事 切除 IRE 的 A 和 下 及 大 中 间 环 
得 到 TRS-1 突变 体 ， 如 图 中 第 头 所 示 。 切 除 
TRS-] 余下 的 3 个 IRE 得 到 TRS-3 突变 体 , 切 
除 每 个 IRE 环 5' 端 的 一 个 C 得 到 TRS-4 突变 体 。 
(b) 检测 突变 体 的 铁 离子 响应 。 分 别 用 重组 子 转 
染 细胞 ， 然 后 ， 一 半 细 胞 用 血 唱 素 CH) 处 理 ， 
另 一 半 用 去 铁 胺 (CD) 处 理 ， 免 疫 沉淀 法 分 析 
TfR 的 生物 合成 。 放 射 自 显影 结果 如 图 所 示 ， 转 
染 的 突变 体 和 铁 离 子 处 理 如 图 上 方 所 示 。 铁 调节 
百分比 在 图 下 方 给 出 。 用 各 处 理 的 野生 型 对 照 ， 
以 100% 表 示 。 结 果 表明 ， 铁 获 合 剂 与 血 晶 素 的 
AE (D/H) 是 成 倍 诱导 。TRS-3 没有 调节 作 
Fl, 而且 TIR 的 组 成 更 合成 水 平 很 高 ， 说 明 其 
mRNA 稳定 。TRS-4 调节 作用 有 限 ，TfR 合成 
水 平 低 ， 说 明 其 mRNA AEE. (Source; Casey, 
J. L. ,D, M. Koeller, V. C. Ramin, R. D. Klausner, 
and J. B. Harford, iron regulation of transferrin 
receptor mRNA levels requires iron-responsive el- 
ements and a rapid turnover determinant in the 3' 
untranslated region of the mRNA. EMBO Journal 
8(8 Jul 1989)p. 3695, f. 3B. ) 


TER mRNA 稳定 性 的 决定 ”到 目前 为 止 ， 我 们 
已 经 知道 TIR mRNA 的 水 平 受 细胞 内 铁 浓度 的 调 
节 ， 并 且 这 一 应 答 由 3-UTR 决定 ， 而 不 是 启动 子 。 
这 也 清楚 地 表明 铁 离 子 调节 了 TIR mRNA 的 半 训 
期 ， 而 不 是 mRNA 的 合成 速率 ， 但 是 我 们 还 没有 提 
供 明确 的 证 据 来 证 明 这 一 假说 的 正确 性 。 为 了 提供 
这 种 证 据 ，Ernst Mullner 和 Lukas Kuhn 42.694 
剂 去 铁腕 有 或 无 的 情况 下 ， 检 测 了 TIR mRNA 的 降 
HER, RAKE, TIR mRNA 非常 稳定 。 
MERKA, TIR mRNA 的 降解 非常 快 。 这 两 
种 情况 下 ，TIR mRNA 的 半衰期 分 别 是 30h 和 
1. 5h， 所 以 铁 离子 似乎 使 TIR mRNA 的 稳定 性 下 降 
为 原先 的 大 约 1/20。 

Harford 和 他 的 同事 通过 检测 重组 子 TRS-A、 
TRS3 和 TRS4 (图 16.25) 得 到 了 相似 的 结果 。 
他 们 用 这 些 重组 子 转 染 细胞 ， 然 后 用 血 晶 案 或 铁 莹 
合剂 处 理 细胞 ， 检 测 其 TIR mRNA 的 半 训 期， 步骤 
如 下 : HARK D (actinomycin D) 阻 断 mRNA 
的 进一步 合成 ， 然 后 在 处 理 后 的 不 同时 间 分 离 细胞 
的 RNA, Northern 印迹 检测 TIR mRNA 浓度 。 对 
TRS-1mRNA (具有 完全 铁 应 答 活性 )， 得 到 如 下 结 
果 : AMR. MRNA 的 半衰期 大 约 是 45min， 
而 铁 获 合 剂 去 铁 胺 大 大 提高 了 TAR mRNA 的 稳定 
性 。 在 这 两 种 条 件 下 ，mRNA 的 水 平 在 药物 处 理 后 
的 180min 还 没有 明显 的 下 降 。 当 铁 离子 移 走 后 mR- 
NA 的 半衰期 长 于 3h, 

Harford 和 合作 者 检测 了 经 血 唱 素 或 者 铁 束 合 
剂 处 理 突变 体 TRS-A、TRS-3、TRS- 4 和 TRS-1 的 
mRNA 半衰期 。 如 前 面 所 述 ， 当 铁 浓度 提高 时 ， 
TRS-1 mRNA 不 稳定 ， 但 是 在 铁 离 子 被 整合 剂 去 除 
后 却 是 稳定 的 。 失 去 了 IRE 和 快速 周转 决定 子 的 
TRS-3 在 所 有 条 件 下 都 是 稳定 的 。 相 反 ，TRS-4 具 
有 突变 的 IRE， 它 不 能 结合 IRE 结合 蛋 白 ， 但 它 的 
快速 周转 决定 子 仍 是 完整 的 ， 所 以 不 管 细胞 内 铁 离 
子 浓度 如 何 它 都 是 不 稳定 的 。 

小 结 “ 当 铁 离子 浓度 升 高 时 ，TIR mRNA 快 
速 降解 。 当 铁 离子 浓度 降低 时 ，TIR mRNA 降解 
速率 减 慢 。mRNA 的 稳定 性 相差 约 20 ff, mR- 
NA 稳定 性 的 差异 比 不 同 铁 浓度 时 mRNA 合成 的 
差异 〈 约 2 倍 ) 在 决定 TIR mRNA 的 积累 速率 
上 更 重要 。 没 有 快速 周转 决定 于 的 TIR-3 mRNA 
始终 是 稳定 的 《在 低 和 高 铁 浓 度 下 )。 不 能 结合 
IRE 结合 蛋白 的 TIR-4 mRNA 始终 是 不 稳定 的 。 

TER mRNA 降解 途径 ”Harford 和 他 的 同事 研 
FET TAR mRNA 的 降解 机 制 ， 发 现 降解 过 程 首先 是 
在 IRE 区 域 产生 一 个 内 切 核酸 切口 。 与 其 他 很 多 
mRNA 降解 途径 不 同 的 是 ,在 TIR 降解 开始 之 前 似 
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TRG EER [E poly (AD). 

研究 人 员 首 先 使 用 血 晶 素 处 理 人 类 浆 细 胞 
(ARH-77)， 然 后 利用 Northern 印迹 法 检测 TAR mR- 
NA 的 降解 情况 ， 发 现 TIR mRNA 的 水 平 在 处 理 8h 
内 急剧 下 降 。 将 放射 自 显影 曝光 的 时 间 延 长 后 ， 他 们 
又 检测 到 一 个 新 的 RNA 类 型 ，1000 一 1500nt， 比 全 
K TIR mRNA 短 一 些 ， 是 在 TAR mRNA 降解 过 程 中 
出 现 的 (图 16. 26a)。 这 个 RNA 也 存在 于 去 poly(A) 
的 片段 中 (图 16. 26b), 表明 它 已 失去 其 poly (A) 
尾 。 但 是 这 个 变 短 的 RNA 的 长 度 分 析 表 明 它 并 不 只 
是 丢失 了 poly (A)。 最 简单 的 解释 是 一 个 内 切 核酸 
酶 在 其 3-UTR 进行 切割 ， 去 除了 超过 1000nt 的 3'4 
HEM, Hpt poly (A), 


(2) 铁 处 理 让 b) 
0248 

Exp. S 

49kb @ we S = 
k € 

4.9kb $ 

Exp. 2 ‘a 22 

4.9kb 

E 16.26 血 晶 素 处 理 后 出 现 变 短 的 TIR 


mRNA, (a) 人 细胞 中 缩短 转录 物 的 检测 。 
Harford 及 同事 分 离 了 血 晶 素 处 理 不 同时 间 的 
ARH-77 细胞 的 RNA， 并 进行 电泳 和 North- 
ern 印迹 分 析 ，TfR 探 针 〈Expl) 杂交 ， 短 时 
间 放 射 自 显影 曝光 可 检测 到 长 约 4. 9kb 的 全 长 
转录 物 (Exp2)。 长 时 间 曝 光 ， 除 了 可 以 检测 
到 长 的 转录 物 ， 还 可 以 检测 到 一 个 短 的 RNA 
产物 。(b) 在 poly CAD” 片段 中 有 更 短 的 
RNA, 4 (a) 中 的 方法 一 样 ，RNA 在 血 晶 素 
中 曝光 6h 后 ， 进 行 oligo (dT) 纤维 素 色谱 分 
析 ， 以 分 离 poly (A) -与 poly (A)* RNA。 然 
后 对 总 RNA 与 poly (A)~ RNA 进行 与 (a) 
相同 的 分 析 。poly (A 片段 只 含有 缩短 的 
RNA Jp Bt. (Source: Binder, R., J. A 
Horowitz, J. P. Basilion, D.M. Koeller, 
R. D. Klausner, and J. B. Harford, Evidence 
that the pathway of transferrin receptor mRNA 
degradation involves an endonucleolytic cleavage 
within the 3' UTR and does not involve poly 
(A) tail shortening. EMBO Journal 13 (1994) 
p. 1970, f. 1.) 
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为 了 检测 这 一 假说 ，Harford 小 组 用 去 铁腕 处 
理 含有 TRS-1 或 TRS-4 突变 体 的 细胞 以 除去 铁 离 
子 ， 然 后 提取 RNA, AS RAT MAM RNase H 在 
翻译 终止 密码 子 附近 切割 TAR mRNA (如 第 14 章 
所 述 )。 然 后 用 标记 引物 进行 引物 延伸 实验 ， 该 引物 
与 SV40 序列 杂交 ， 而 SV40 序列 超出 了 TIR 编码 
区 域 的 3-UTR 末端 。 所 以 ， 这 个 引物 扩 增 分 析 可 
以 检测 到 mRNA 的 3 部 分 ， 而 Northern 杂交 可 以 
检测 其 5 部 分 。RNase H 酶 切割 的 目的 是 缩短 RNA 
的 长 度 ， 产 生 一 个 足够 小 的 引物 延伸 产物 ， 以 便 可 
以 通过 凝 胶 电泳 进行 检测 。 

引物 延伸 实验 显示 ，TRS-1 和 TRS-4 都 有 一 个 
清晰 的 全 长 PCR 信号 ， 以 及 每 个 RNA 的 较 短 片段 
信号 。TRS-4 产物 的 短片 段 的 信号 比 TRS-1 产物 的 
更 明显 。 如 果 该 片段 代表 了 TIR mRNA 的 降解 产 
物 ， 那么 结果 正 是 我 们 所 期 望 的 ， 因 为 有 铁 整 合剂 
时 ，TIR-4 RNA 比 TfR-1 RNA 更 不 稳定 。 这 个 较 
短 的 引物 延伸 产物 的 大 小 正好 将 其 5' 端 定位 在 IRE 
C 和 D 之 间 ， 这 与 TIR mRNA 降解 的 假说 一 致 ， 即 
发 生 降解 的 第 一 步 是 在 内 切 核酸 酶 作用 下 从 mRNA 
的 3' 端 产生 一 个 超过 1000nt 的 片段 。 

我 们 所 有 的 实验 结果 都 与 该 假说 一 致 ( 图 
16.27): - 当 铁 浓度 低 时 ，IRE 结合 蛋白 或 铁 调节 蛋 
自 Giron regulatory protein, IRP) 在 TÍR mRNA 的 
3'-UTR 与 快速 周转 决定 子 结合 ， 保 护 mRNA 免 受 
降解 。 当 铁 浓度 高 时 ， 铁 结合 到 IRE 结合 蛋白 上 ， 
使 其 从 快速 周转 决定 子 上 解 离 ， 使 它 敞开 以 便 让 特 
异性 内 切 核酸 酶 切割 ， 该 酶 从 TIR mRNA 的 3 端 切 
去 约 lkb 的 片段 ， 使 mRNA 稳定 性 降低 ， 迅 速 
降解 。 

顺 乌 头 酸 酶 (aconitase) 是 一 种 既 可 以 结合 转 
铁 蛋 白 受 体 mRNA 的 IRE， 又 可 以 结合 铁 蛋 白 mR- 
NA 中 IRE 的 蛋白 质 〈IRP1)， 它 在 柠檬 酸 循环 中 可 
将 柠 樟 酸 转化 为 异 柠檬 酸 。 顺 乌 头 酸 酶 的 活化 形式 
是 含 铁 蛋 白质 ， 不 能 结合 到 IRE 上 。 但是， 缺乏 铁 
的 顺 乌 头 酸 酶 的 脱 辅 基 形式 〈apoprotein) 可 以 与 
mRNA 的 IRE 结 合 。 

小 结 TIR mRNA 降解 的 起 始 事件 可 能 是 在 
mRNA HEE 3' 端 1000nt 的 位 置 对 RNA 进行 的 内 
切 核酸 酶 切割 ， 且 其 切割 位 点 在 IRE 区 域内 。 这 
种 切割 不 需要 mRNA 提前 去 腺 哇 叭 化 。 铁 控制 
TIR mRNA 稳定 性 的 机 制 如 下 : 当 铁 浓度 低 时 ， 
至 少 部 分 顺 乌 头 酸 酶 以 不 含 铁 的 脱 辅 基 形 式 存 
在 . 该 蛋白 质 结合 到 mRNA 的 IRE 上 ,保护 
RNA 免 受 RNase 攻击 。 当 铁 浓度 高 时 ,上 顺 岛 头 
酸 脱 辅 基 酶 结合 铁 后 就 不 能 结合 TAR mRNA 
IRE, {Ë mRNA 极 易 被 降解 . 


(b) 高 离子 浓度 
Fe 


(a) IEA FRIE 


图 16.27 铁 介 导 TIR mRNA 不 稳定 性 的 模型 。 (a) 在 低 铁 浓度 下 ， 顺 乌 头 酸 酶 脱 辅 基 蛋 白 (橙色 ) 
HE TIR mRNA 的 3'-UTR 区 与 IRE 结合, 阻 断 RNase 降解 TIR mRNA, (b) 在 高 铁 浓度 下 ， 铁 与 顺 乌 
头 酸 酶 脱 辅 基 蛋 白 结合 ， 使 之 离开 IRE，RNase 便 可 攻击 敞开 的 IRE, RNase 至 少 切割 mRNA 一 次 ， 


暴露 出 mRNA 的 3' 端 ， 以 便 进一步 降解 。 


RNA 干涉 


很 多 年 以 来 ， 分 子 生物 学 家 就 开始 利用 反 义 
RNA 抑制 活 细胞 内 特定 基因 的 表达 。 基 本 原理 是 与 
mRNA 互补 的 反 义 RNA， 可 与 mRNA 碱 基 配对 进而 
抑制 其 翻译 。 这 种 策略 通常 可 以 发 挥 作用 ， 但 这 种 推 
理 又 不 完整 。Su Guo 和 Kenneth Kenphues 在 1995 年 
将 正义 RNA 链 注射 到 细胞 后 ， 它 阻 断 特殊 基因 表达 
的 效果 与 反 义 RNA 一 样 好 。 随 后 ，Andrew Fire 及 同 
事 在 1998 年 发 现 ， 双 链 RNA (dsRNA) 比 正 义 或 反 
X RNA 具有 更 好 的 抑制 效果 。 事 实 上 ， 正 义 和 反 义 
RNA 能 发 挥 作用 的 主要 原因 是 存在 少量 污染 (或 产 
生 的 ) dsRNA， 实 际 上 是 这 种 dsRNA 在 抑制 基因 表 
达 中 发 挥 了 最 重要 作用 。 

此 外 ， 从 1990 年 开始 ， 分 子 生物 学 家 就 注意 到 
在 不 同 的 转基因 生物 体内 ， 有 时 会 表现 与 期 望 相反 
的 效应 。 有 时 生物 体 不 但 没有 开启 反而 关闭 了 转 人 
的 基因 ， 甚 至 是 该 基因 正常 的 细胞 拷贝 。 其 中 一 个 
早期 例子 是 研究 人 员 试 图 通过 增加 色素 形成 基因 在 
细胞 中 的 拷贝 数 来 增强 儿 牵 牛 花 的 紫色 。 但 是 25% 
转基因 植物 的 花 是 白色 的 或 紫色 和 白色 相间 的 ， 这 
与 期 待 的 效果 刚好 相反 (图 16. 28)。 对 这 种 现象 曾 
有 多 种 名 称 ， 在 植物 中 称 为 共 抑制 cosuppression) 
和 转录 后 基因 沉默 〈Pposttranscriptional gene silen- 
cing，PTGS) ， 在 动物 如 线虫 (秀丽 隐 杆 线虫 ) 和 果 
蝇 中 称 为 RNA 干涉 CRNA interference, RNAi), 
在 真菌 中 则 称 为 猴 灭 〈quelling)。 为 了 避免 概念 的 
混淆 ， 从 现在 起 不 论 研究 什么 物种 ， 都 将 这 种 现象 
称 为 RNAi。 

RNAI 的 机 制 Fire 及 同事 发 现 ， 将 dsRNA 
(触发 dsRNA, trigger dsRNA) 注射 到 线虫 生殖 腺 
中 ， 会 在 胚胎 中 发 生 RNAi， 并 且 在 发 生 RNAi ME 
胎 中 检测 出 相应 mRNA (#8 mRNA) 的 丢失 (图 
16. 29)。 但 是 ，dsRNA 必须 有 外 显 子 区 ， 与 内 含 子 


图 16.28 矮 牵 牛 中 额外 增加 颜色 基因 的 斤 贝 
数 导致 紫色 基因 表达 沉默 。 花 辩 白 色 条 纹 的 
位 置 发生 了 基因 沉默 。( Source，Courtesy of 
Dr. Richard A. Jorgensen, The Plant Cell. ) 


和 启动 子 序 列 对 应 的 dsRNA 不 会 产生 RNAi。 最 
后 ， 他 们 证 明 dsRNA 的 作用 可 以 跨 细胞 界限 ， 至 少 
在 线虫 中 ， 说 明 这 种 效应 普遍 存在 于 整个 生物 界 。 
那么 ， 对 相应 dsRNA 做 出 响应 的 特异 性 mR- 
NA 丢失 ， 是 由 于 基因 转录 抑制 还 是 由 于 mRNA 的 
降解 呢 ? 1998 年 ，Fire 及 同事 以 及 其 他 人 证 明 ， 
RNAi 是 一 个 涉及 mRNA 降解 的 转录 后 加 工 。 一 些 
研究 者 报道 ， 在 经 历 RNAi 的 细胞 中 存在 小 片段 的 
dsRNA, 被 称 为 短 干涉 RNA (short interfering 
RNA, siRNA). 2000 年 ，Scott Hammond 和 合作 者 
从 经 历 RNAI 的 果 蝇 胚胎 中 纯化 了 一 种 核酸 酶 ， 可 
消化 目标 mRNA。 具 有 核酸 酶 活性 的 部 分 纯化 的 制 
备 物 中 也 含有 25nt 的 RNA 片段 ， 该 片段 可 以 被 
Northern 印迹 检测 到 ， 所 用 探 针 为 该 核酸 酶 靶 
mRNA 的 有 义 链 或 无 义 链 。 用 微 球 菌 核酸 酶 降解 25nt 
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图 16.29 dsRNA 诱导 的 RNAI 导致 特异 性 mRNA 的 降解 。Fire 及 同事 将 对 应 线虫 mer3 mRNA 的 反 义 
RNA 或 dsRNA 注射 到 线虫 卵巢 中 。24h 后 ， 将 胚胎 移植 到 处 理 过 的 卵 梨 中 ， 用 mer3 mRNA 探 针 进行 原 
位 杂交 (第 5 章 )。(a) 无 杂交 探 针 的 阴性 对 照 的 亲本 胚胎 .(b) 无 注射 RNA 的 阳性 对 照 的 亲本 胚胎 ,(c) E 
IT mer3 反 义 RNA 的 胚胎 ， 有 大 量 mer3mRNA 残留 。(d) 注射 了 与 mer3 mRNA 部 分 对 应 的 dsRNA 
的 亲本 胚胎 ， 未 检测 到 mer3 mRNA WRM . (Source: Fire, A. , S. Xu. M. K. Montgomery, S. A. Kostas, 
S. E. Driver, and C. C. Mello, Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhab- 
ditis elegans. Nature 391 (1998) í. 3, p. 809. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


的 RNA fie HES Hil 40) BEM mRNA 的 能 力 。 这 些 结 
果 表 明 ， 核 酸 酶 将 起 始 RNAI 的 dsRNA 降解 成 25nt 
的 片段 ， 然 后 这 些 片段 与 核酸 酶 结合 并 提供 引导 序 
列 ， 使 核酸 酶 结合 到 相应 的 靶 mRNA 上 。 

Phillip Zamore 等 根据 果 蝇 胚 的 裂解 产物 建立 了 
一 个 可 在 体外 进行 RNA 的 体系 。 通 过 该 体系 可 观察 
到 RNAi 过 程 的 每 个 步 又。 所 用 胚胎 注射 了 对 应 董 光 
素 酶 〈luciferase) mRNA 的 触发 dsRNA, BEA ATLA 
HERE RM mRNA 靶 向 降解 。 首 先 ，Zamore 及 其 合 
作者 证 明 RNAI 过 程 需要 AIP。 他 们 将 已 糖 激酶 
Chexokinase) 和 葡萄 糖 与 提取 物 共 孵 育 ， 耗 竟 其 中 的 
ATP ， 因 为 已 糖 激酶 可 将 ATP 转化 为 ADP， 并 将 脱 
离 下 来 的 磷酸 基 转 移 给 葡萄 糖 。AIP 耗竭 的 提取 物 
不 再 继续 降解 目标 曹 光 素 酶 mRNA 了。 

接着 ， 他 们 标记 了 dsRNA 的 一 条 链 〈 或 两 条 
链 )， 结 果 发 现 无 论 标 记 哪 条 链 ， 都 会 出 现 标 记 的 
21~23nt siRNA (图 16. 30) 。siRNA 的 产生 不 需要 
mRNA (比较 泳 道 2 和 3)， 所 以 这 些 短 RNA 显然 
来 自 dsRNA， 而 不 是 mRNA。 当 加 帽 的 反 义 草 光 素 
酶 RNA 被 标记 时 ( 泳 道 11 和 12)， 少 量 siRNA 出 
现 ， 且 其 数量 在 mRNA 存在 时 会 有 所 增加 〈 泳 道 
12)。 这 一 结果 提示 ,标记 的 反 义 RNA 与 加 入 的 
mRNA 杂交 产生 了 dsRNA，dsRNA 可 被 降解 为 短 
RNA 片段 。 总 之 ， 所 有 这 些 结果 表明 ， 存 在 一 个 核 
酸 酶 将 触发 dsRNA 降解 成 短片 段 。 进 一 步 的 研究 还 
表明 这 些 siRNA 长 21 一 23nt。 
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图 16.30 在 RNAi 感 受 态 果 蝇 胚胎 提取 物 中 21~ 
23nt RNA 片段 的 生产 。 如 图 顶部 所 示 ，Zamore 
及 其 合作 者 将 萤火虫 《Photinus pyralis) (Pp-luc 
RNA) 或 水 母 (Renilla reniformis) (Rr-luc 
RNA) MDE AOE KE RNA 加 入 有 或 无 相应 
mRNA 的 裂解 物 中 ， 如 图 底部 所 示 。 分 别 用 标记 
的 有 义 链 〈s)、 无 义 链 上 (a) 或 两 条 链 (a/s) 
都 标记 的 dsRNA, 17~27nt 的 RNA 标准 在 左边 
Wki (Marker) 给 出 。 泳 道 11 和 12 分 别 是 有 和 
无 mRNA 时 标记 的 、 加 帽 的 反 义 Rrluc RNA. 
(Source: Zamore, P.D., T.Tuschl, P. A. 
Sharp. and D. P. Bartel, RNAi: Double-stranded 
RNA directs the ATP-dependent cleavage of mR- 
NA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101 
(2000) £3, p.28. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


然后 ，Zamore 和 他 的 同事 证 明 ， 触 发 dsRNA 
REW mRNA 的 切割 位 置 。 他 们 向 RNAI 提取 物 中 
加 入 3 个 不 同 的 触发 dsRNA， 其 末端 相差 100nt， 
然后 加 入 5 -标记 的 mRNA 进行 RNA 切割 ， 电 泳 产 
物 。 图 16. 31 显示 电泳 结果 。dsRNA (c)， 它 的 5 
端 距 mRNA 的 5' 端 最 近 ， 所 产生 的 片段 最 短 。dsR- 
NA (B) 其 5' 端 位 于 dsRNA 5' 端 下 游 约 100nt 处 ， 
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它 产 生 一 个 比 dsRNA (C) 的 片段 约 长 100nt 的 
mRNA 片段 。dsRNA(CA)， 它 的 5 端 位 于 dsRNA (B) 
5 端 下 游 约 100nt 处 ， 产 生 一 个 比 dsRNA (B) 的 片 
段 约 长 100nt 的 mRNA 片段 。 触 发 dsRNA 相对 于 
mRNA 的 位 置 和 切割 位 点 之 间 的 紧密 关系 ， 有 力 地 
证 明了 dsRNA 决定 mRNA 的 切割 位 点 。 
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图 16.31 触发 RNA 引导 mRNA 的 剪 切 。Zamore 及 同事 将 图 (a) 中 3 种 dsRNA 加 到 含有 Rr-luc 
mRNA 的 胚胎 提取 物 中 ， 该 mRNA 的 5' 帆 子 中 含有 标记 的 磷酸 基 团 .(b) 实验 结果 。 电 泳 5" 喘 标 
记 mRNA 的 降解 产物 。 实 验 中 产生 的 dsRNA 在 图 顶部 标 出 ， 并 用 颜色 区 分 。 第 一 泳 道 ， 标 号 为 
0， 不 含 dsRNA。 反 应 时 间 (Lh 表示) 如 图 顶端 所 示 。 箭 头 表示 RNA C 位 置 之 外 的 一 个 弱 剪 切 
位 点 。 其 余 的 剪 切 位 点 都 在 mRNA 上 3 个 dsRNA 所 对 应 的 区 域内 。 (Source: Zamore, P. D. , 
T. Tuschl, P. A. Sharp, and D. P. Bartel, 2000. RNAi; Double-stranded RNA directs the ATP-de- 
pendent cleavage of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101 (2000) f.5, p. 30. Reprinted by 


permission of Elsevier Science. ) 


接 下 来 ，Zamore 及 同事 对 来 自 图 16. 31 的 mR- 
NA 降解 产物 进行 了 高 分 辩 率 凝 胶 电 泳 。 结 果 非 党 
惊人 (图 16.32)。 在 mRNA 中 ， 主 要 的 切割 位 点 大 
部 分 以 21~23nt 为 间隔 ， 产 生 一 系列 mRNA 片段 ， 
其 长 度 的 差异 是 21 一 23nt 的 倍数 。 唯 一 明显 的 例外 
在 箭头 所 指 位 点 ， 它 上 距 前 一 个 切割 位 点 仅 有 9nt。 该 
特殊 位 点 处 于 7 个 尿 喀 啶 的 碱 基 串 中 。 这 个 发 现 很 
有 趣 ， 因 为 16 个 切割 位 点 中 的 14 个 也 被 定位 在 尿 
嗜 啶 处 。 除 了 这 个 特例 外 ，21 一 23nt 的 间隔 恢复 了 
剩 下 的 切割 位 点 图 谱 。 这 些 结果 支持 了 21 一 23nt 的 
siRNA 决定 mRNA 在 何 处 切割 的 假说 ， 并 且 表 明 切 
割 位 点 倾向 于 在 尿 喀 啶 处 。 

2001 年 ，Hammond 及 同事 报道 ， 他 们 从 果 蝇 
中 分 离 纯化 到 将 触发 dsRNA 切割 为 短片 段 的 酶 ， 并 


称 之 为 Dicer， 因 为 该 酶 将 双 链 RNA 切 成 大 小 均一 
的 片段 。Dicer 是 本 章 前 面 所 提 到 的 RNase II 家 族 
AMA. KRE, Hammond 及 同事 是 直接 在 RNase 
TI BFA Dicer 的 ， 因 为 RNase II 是 目前 已 知 唯 
一 对 dsRNA 特异 性 切割 的 核酸 酶 。 像 RNase III 那 
FE, Dicer 在 双 链 siRNA 的 末端 产生 2nt 的 3! BEA 
(突出 的 3 端 ) 以 及 磷酸 化 的 5 端 。 

3 个 早期 证 据 已 表明 Dicer 在 RNAi 中 对 RNA 
进行 切割 。 首 先 ， 编 码 Dicer 的 基因 Dicer 表达 产生 
可 将 dsRNA 切 成 22nt 小 片段 的 蛋白 质 。 其 次 ， 由 
该 蛋白 质 制备 的 抗体 可 与 果 蝇 提取 物 中 的 一 个 酶 结 
合 ， 该 酶 将 dsRNA 切割 成 小 片段 。 最 后 ,将 dicer 
dsRNA 导 和 人 果 蝇 细胞 中 ， 能 部 分 阻 断 RNAi。 具 有 
讽刺 性 的 是 ，Hammond 及 同事 可 以 用 RNAi 阻 断 
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图 16.32 RNAi 中 靶 mRNA 的 剪 切 位 点 间隔 为 
21~23nt, Zamore 及 同事 将 含有 图 16. 31 中 3 种 
触发 dsRNA 的 RNAI 产物 进行 了 高 分 辩 率 变性 
聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 析 。 剪 切 位 点 间隔 21 一 
23nt， 除 箭头 指明 的 特例 以 外 。 这 个 特异 带 为 
9nt 间 隔 ， 在 这 以 后 的 剪 切 间隔 又 恢复 了 21 一 
23nt, ( Source; Zamore, P.D., T.Tuschl, 
P. A. Sharp, and D.P. Bartel, RNAi; Double- 
stranded RNA directs the ATP-dependent cleavage 
of mRNA at 21 to 23 nucleotide intervals. Cell 101 
(2002) £6, p.31. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


RNAi。 但 是 如 果 你 仔细 分 析 就 会 发 现 这 种 阻 断 永远 
不 会 完成 。 

Dicer 还 具有 RNA 解 旋 酶 活性 ， 可 以 将 由 它 产 
生 的 siRNA 的 两 条 链 分 开 ， 至 少 在 理论 上 如 此 。 然 
而 ，Dicer 不 能 行使 RNAi 的 第 二 步 ， 即 不 能 切割 披 
mRNA。 这 是 被 称 为 slicer 的 另 一 个 酶 的 工作 ，sli- 
cer 存在 于 RNA 诱导 的 沉默 复合 物 (RNA-induced 
silencing complex, RISC) 中 。 图 16.33 总 结 了 目前 
我 们 所 了 解 的 RNAI 的 机 制 。 
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图 16.33 RNAi 简要 模型 。(a) Dicer (黄色 ) 识 
别 并 结合 dsRNA (红色 和 蓝 色 ), 将 dsRNA 前 
切 成 21 一 23nt 的 siRNA (简便 起 见 ， 此 处 仅 用 
10nt 表示 )， 带 有 2nt 的 3 端 突出 。 中 间 SIRNA 
的 末端 被 标记 以 便 显示 3 端 突出 。(b) Dicer 的 解 
旋 酶 活性 将 dsRNA 分 离 为 单 链 ,(c) siRNA 中 的 
一 条 链 (红色 ) 同 RISC MA CHE) 结合 ， 
通过 碱 基 配对 与 目标 mRNA 结合 .(d) RISC 复 
合体 中 的 siRNA 单 链 作为 引导 链 指导 目标 
mRNA 的 切割 ， 切 割 位 点 在 siRNA 互补 链 的 
中 间 。 


Hammond 和 其 他 人 通过 遗传 学 实验 表明 ， 另 
一 个 果 蜗 蛋白 Argonaute 在 RNAi 的 第 二 步 (slicer) 
反应 中 是 必需 的 。Argonaute 不 具有 RNase Ill 基 
序 ， 所 以 分 子 生物 学 家 起 初 排除 其 作为 slicer 的 候 
选 蛋白 。 但 是 ，Leemor Joshua-Tor 和 Gregory Han- 
non 及 同事 在 2004 年 对 Argonaute 的 结构 、 生 化 性 
质 和 遗传 功能 的 研究 证 明 ， 它 基本 上 具有 slicer 
活性 。 

他 们 在 2003 年 的 结构 研究 发 现 ， 果 蜗 Argo- 
naute? 具有 两 个 特征 性 结构 域 ，PAZ 和 PIWI (PAZ 
取 名 于 PIWI, Argonaute 和 Zwili, PAZ 只 在 Argo- 
naute 和 Dicer 中 发 现 ，PIWI 取 名 于 蛋白 piwi). 
PAZ 含有 与 所 谓 的 OB 折 双 相似 的 模块 ， 可 结合 单 
链 RNA。 他们 还 证 明 PAZ 结构 域 可 结合 单 链 的 
siRNA, ME siRNA 3 端的 2nt 单 链 突 出 端 所 
用 方法 是 标记 的 siRNA 和 克隆 表达 的 GST-PAZ H 
合 蛋白 进行 交 联 实验 。 这 表明 在 slicer 反应 中 ，Ar- 
gonaute 至 少 可 以 作为 siRNA 的 停泊 位 点 ， 但 并 非 


自身 具有 slicer 酶 活性 。 

随后 ,他 们 研究 了 古 菌 强烈 火球 菌 (Pyrococ- 
cus furiosus) 的 argonaute- 类 似 蛋 白 的 X 射 线 唱 体 
结构 (还 没有 得 到 全 长 的 真 核 Argonaute 结构 )。 他 
们 发 现 该 蛋白 质 的 3 个 结构 域 〈 中 间 域 、PIWI、N 
端 域 ) 在 结构 的 底部 形成 “新 月 ” 状 ，PIWI 域 位 于 


中 间 。PAZ 域 位 于 新 月 的 上 方 ， 通 过 一 个 “ 带 ” 结 
构 域 跟 新 月 复合 物 相连 。 图 16. 34 显示 了 这 一 结构 ， 
下 面 的 新 月 复合 物 形成 一 个 沟 ， 上 面 有 个 PAZ H 
子 。 这 个 沟 足 以 容纳 双 链 RNA， 沟 内 排 有 一 列 碱 性 
残 基 ， 可 与 RNA 底 物 形成 静电 桥 (electrostatic 
bridge). 
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图 16.34 强烈 火球 菌 中 Argonaute 的 晶体 结构 。 立 体 图 显示 Argonaute 的 结构 域 ， 颜 色 标 出 
与 下 方 示意 图 一 致 。 注 意 底部 的 新 月 形状 ，PIWI (紫色 ) 在 中 间 ，PAZ 结构 域 在 上 面 。 
(Source; Reprinted with permission from Science, Vol. 305, Ji-Joon Song, Stephanie K. Smith, 
Gregory J. Hannon, and Leemor Joshua-Tor, “Crystal Structure of Argonaute and Its Implica- 
tions for RISC Slicer Activity,” Fig. 1, p. 1934, Copyright 2004, AAAS. ) 


该 结构 最 显著 的 部 分 是 PIWI 结构 域 类 似 于 
RNase H 的 一 个 相似 结构 域 ， 该 域 切 割 RNA-DNA 
杂交 链 中 的 RNA。 因 此 ，RNase H 能 够 识别 双 链 多 
核 苷 酸 并 切割 其 中 的 一 条 链 (RNA 链 )。 除 了 它们 
在 整个 结构 上 的 相似 性 外 ， 两 个 蛋白 质 都 有 一 灸 含 
3 个 酸性 氨基 的 残 基 (2 个 天 冬 氨 酸 1 个 谷 氨 酸 )。 
在 RNase Hf, MIHE Mg* ， 而 Mg: 在 催化 
RNA 链 切 割 的 反应 中 起 重要 作用 。 这 些 相似 性 非常 
FB, AW slicer 具有 类 似 的 活性 : 它 必 须 也 识别 
一 个 双 链 多 核 苷 酸 〈siRNA-mRNA 杂 合体 ) 并 切割 
其 中 的 一 条 链 (mRNA). Hik, Argonaute 具有 我 
们 所 期 望 的 slicer 的 所 有 特性 ， 一 个 PIWI 结构 域 带 
有 可 能 负责 切割 iRNA-mRNA 杂 合 体 中 一 条 链 的 
位 点 ， 另 一 结构 域 (PAZ) 则 结合 siRNA 的 一 个 未 
端 (图 16. 35a 和 图 16. 35b) 。 

为 进一步 研究 Argonaute 在 哺乳 动物 中 的 作用 ， 
Hannon 和 Joshua-Tor 及 同事 对 小 鼠 中 的 Argonaute 
基因 和 蛋白 质 进行 了 遗传 和 生化 研究 。 哺 乳 动物 有 


4 个 Argonaute 蛋白 ,分 别 命名 为 Argonaute 1~ Ar- 
gonaute 4。 研 究 人 员 分 别 用 编码 Argonautel ~3 的 
基因 和 萤火虫 草 光 素 酶 靶 向 siRNA 同时 转 染 细胞 。 
随后 利用 免疫 共 沉淀 得 到 RISC 复合 体 ， 体 外 检测 
FLY) HI Bt KR BE mRNA 的 能 力 。 仅 Argonaute2 
(Ago2) 具有 这 一 能 力 。 

BERR, PEA AMR TN GLY Ago2 基因 ， 
BEA AE A Rh FEE 22 FE BT BERT TS TS 
并 有 严重 的 发 育 缺陷 和 发 育 滞后 。 造 成 这 一 深刻 影 
响 的 原因 是 Ago? 不 仅 参与 RNAi， 同 时 参与 个 体 的 
正常 发 育 过 程 ， 这 一 发 育 过 程 涉及 microRNA, R 
们 将 在 本 章 的 后 面 讨论 microRNA。 进 一 步 研究 发 
现 ， 野 生 型 的 鼠 胚 胎 成 纤维 细胞 (mouse embryo fi- 
broblast，MEF) 表现 出 正常 的 RNAI, iii a BR 
Ago? 基因 的 小 鼠 成 纤维 细胞 表现 为 缺陷 的 RNAI, 
说 明 Argonaute? 对 于 RNAi 非常 重要 。 

目前 所 有 被 引用 的 研究 结果 都 与 Ago2 具有 sli- 
cer 活性 这 一 假说 相 一 致 ， 但 仍 没有 直接 证 明 这 一 假 
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图 16.35 Argonaute 的 切割 活性 模型 。(a) 假定 的 RNA 结合 沟 结构 ， 蓝 色 表 示 碱 性 区 ， 红 色 表 
示 酸 性 区 。 注 意 沟 内 碱 性 残 基 占 优势 。 星 号 表示 活性 位 点 。(b) Argonaute 的 晶体 结构 ， 含 有 理 
论 上 放置 的 SIRNA 3 端的 双 螺 旋 〈 紫 色 ) 和 与 之 碱 基 配 对 的 目标 mRNA ( 蓝 绿 色 )。 注 意 ， 目 
标 mRNA 的 近 端 和 活性 位 点 用 3 个 羧基 基 团 〈 红 色 ) 标 出 ， 其 中 2 个 只 能 部 分 可 见 。(c) 切割 
活性 模型 。siRNA 和 目标 mRNA 的 杂交 体 早 在 活性 人 至 少 部 分 归结 于 siRNA 的 3' 端 与 
Argonaute 的 PAZ 结构 域 相互 作用 。 使 目标 mRNA 置 于 被 slicer 活性 位 点 切割 的 位 置 。 剪 刀 表 
示 活 性 位 点 。siRNA 为 引导 RNA， 切 割 位 点 位 于 siRNA 互补 链 的 中 间 。 (Source: Reprinted 
with permission from Science, Vol.305, JiJoon Song, Stephanie K.Smithe, Gregory 


J. Hannon, and Leemor Joshua-Tor, 


“Crystal Structure of Argonaute and Its Implications for 


RISC Slicer Activity,” Fig. 4, p. 1436, Copyright 2004, AAAS. ) 


说 。 如 果 Ago2 确实 有 slicer 活性 ， 那 么 突变 其 活性 
作用 位 点 的 3 个 酸性 氨基 酸 中 的 任何 一 个 都 应 该 阻 
Wi RISC 对 mRNA 的 切割 。Hannon、Joshua-Tor 及 
同事 对 其 中 2 个 关键 天 冬 氨 酸 残 基 分 别 进行 突变 ， 
通过 体内 体外 实验 都 证 明 ， 任 何 一 个 突变 体 都 破坏 
了 RNAi-mRNA 的 切割 。 综 上 所 述 ， 所 有 证 据 都 有 
力 地 证 明 Ago2 是 slicer W. 

2005 48, Joshua-Tor 及 同事 很 明确 地 证 明了 人 
Ago2 具有 slicer 活性 。 他 们 利用 人 重组 Ago2 和 siR- 
NA 构建 了 一 个 小 RISC 复合 体 ， 该 复合 体 可 精确 切 
割 与 siRNA 互补 的 底 物 RNA. 图 16. 36 显示 ,第 一 
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4 siRNA (siRNA1) 在 底 物 RNA (S500) 3' 端 约 
140nt 处 切割 ， 产 生 约 140nt 的 3' 产 物 和 约 360nt 的 5' 
产物 . 第 二 个 SRNA (siRNA2) 在 S500 RNA 5' 端 约 
180nt 处 切割 ， 产 生 约 180nt 的 5' 产 物 和 约 320nt 的 3 
产物 。 在 缺少 siRNA 或 Mg 时 都 无 切割 产物 ， 表 明 
二 价 金属 离子 是 slicer 所 必需 的 。 

要 产生 mRNA 切割 ， 必 须 形成 一 个 具有 催化 活 
性 的 RISC 复合 体 〈 图 16. 37) 。 我 们 已 经 看 到 Argo- 
naute 蛋白 含有 RISC 的 slicer 活性 位 点 ， 同 时 必须 
有 一 个 单 链 SIRNA 作为 向 导 选 择 性 降解 mRNA。 所 
以 ，Ago2 加 上 siRNA 可 组 成 一 个 小 RISC， 至 少 在 
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图 16.36 Ago2 和 siRNA 组 成 具有 体外 切割 活性 的 
小 RISC 复合 体 。Joshua-Tor 及 同事 将 重组 人 Ago2 
蛋白 在 大 肠 杆 菌 中 生产 ) 分 别 与 2 个 SIRNA 混 
Er 这 2 个 siRNA 可 特异 地 作用 于 一 个 500nt 目标 
RNA 的 2 个 不 同位 点 ， 如 图 下 部 所 示 。 在 Mg*+ 有 
或 无 条 件 下 ， 分 别 加 和 人 标记 的 目标 RNA， 如 图 顶 
部 所 示 ， 所 用 siRNA 也 在 顶部 标 出 。 最 后 ， 电 泳 
检测 标记 的 RNA 产物 。 可见 ， 切 割 活 性 依赖 于 
Mg** M siRNA, XX 2 个 siRNA 作用 于 mRNA 产 
生 了 不 同 的 产物 ， 根 据 mRNA 与 siRNA 互补 位 置 
所 预测 的 产物 大 小 与 之 相同 。( Source，Reprinted 
from Nature Structural & Molecular Biology, vol 
12, Fabiola V Rivas, Niraj H Tolia, Ji-Joon Song, 
Juan P Aragon, Jidong Liu, Gregory J. Hannon, 
Leemor Joshua-Tor, “Purified Argonaute? and an 
siRNA form recombinant human RISC,” fig. 1d, 
p. 341, Copyright 2005, reprinted by permission 
from Macmillan Publishers Ltd. ) 


哺乳 动物 中 是 这 样 。 但 这 种 复合 体 不 会 直接 形成 ， 
需要 有 RISC 装载 复合 体 (RISC loading complex, 
RLC) 将 siRNA 加 载 到 Ago2 中 ，RLC 显然 能 分 离 
siRNA 的 双 链 ， 并 选择 其 中 的 引导 链 加 载 到 
RISC 中 。 

TERM, h RLC 转变 成 RISC 需要 蛋白 Ar- 
mitage 参与 ，Armitage 可 能 作为 解 螺旋 酶 使 siRNA 
解 链 ， 尽 管 在 RLC 中 已 经 含有 单 链 siRNA，Armit- 
age 仍然 是 必需 的 (如 果 RLC 不 能 分 离 两 条 siRNA 
链 ， 那 么 在 RISC 形成 后 ， 终 止 链 分 离 会 立即 发 生 ， 
因为 很 少 发 现 Ago2 与 双 链 siRNA 结合 在 一 起 )。 
RLC 的 组 成 尚 不 清楚 ， 推 测 至 少 含有 Dicer, Dicer 
相关 蛋白 R2D2、siRNA 以 及 Armitage, 

R2D2 的 作用 是 什么 呢 ? 双 链 SIRNA 的 形成 不 
需要 它 ， 因 为 体外 实验 证 明 ， 在 无 R2D2 条 件 下 
Dicer 可 以 高 效 完成 双 链 SIRNA 的 形成 。 然 而 , S 
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图 16.37 RISC 复合 体 的 装配 。 (a) MAK B h 
siRNA, Dicer (黄色 ) 和 R2D2 ( 蓝 色 ) AR, E 
加 入 其 他 蛋白 条 件 下 转变 为 RLC， 加 入 的 蛋白 质 
可 能 是 Armitage (粉红 色 )。(b) RLC 将 siRNA 送 
给 Argo2〈 橙 色 )。 在 这 一 过 程 中 ， 需 要 对 siRNA 
双 链 进行 解 链 ， 除 去 伴随 链 ， 留 下 引导 链 与 Argo2 
结合 ， 该 引导 链 的 5' 端 位 于 PIW1 结 构 域 中 ， 而 其 
3 端 位 于 PAZ 结构 域 中 。 活 性 位 点 〈 紫 色 ) 位 于 
siRNA 的 第 10 一 11 碱 基 。 在 体内 可 能 还 有 其 他 的 
蛋白 质 参 与 RISC， 但 本 图 显示 的 仅 是 体外 观察 到 
的 小 RISC, 


胶 阻 洁 实 验 和 蛋白 质 -RNA 交 联 实验 均 表 明 ， 一 且 
Dicer 产生 了 siRNA, Dicer 单独 不 能 保持 与 siRNA 
的 结合 ， 但 Dicer 加 上 R2D2 就 可 以 保持 与 siRNA 
的 结合 。 此 外 ，R2D2 含有 2 个 dsRNA 结合 域 ， 该 
结合 域 的 突变 使 DicerR2D2 复合 体 不 能 结合 双 链 
siRNA。 因 此 ，R2D2 是 RLC 所 必需 的 ， 它 可 以 在 
Dicer 产生 了 siRNA 和 siRNA 被 运送 至 RISC 这 段 
时 间 内 看 住 siRNA, 

什么 因素 决定 了 siRNA 的 哪 条 链 为 引导 链 
(guide strand)， 哪 条 链 为 被 抛弃 的 伴随 链 〈Passenger 
strand) YE? 这 一 区 分 发 生 在 复合 体 B 中， 该 复合 体 
形成 于 RLC 之 前 ， 含 有 分 别 结合 于 双 链 siRNA 一 个 
未 端的 Dicer 和 R2D2。 这 两 个 蛋白 质 的 结合 不 对 称 . 
Dicer 结合 siRNA 不 稳定 的 末端 (该 末端 的 碱 基 对 容 
易 分 开 )。5 端 结合 了 Dicer 的 链 将 成 为 引导 链 。 

对 siRNA 和 Argonaute 样 蛋白 之 间 的 复合 体 X 
射线 晶体 结构 研究 表明 ，siRNA 引导 链 的 5' 磷 酸 末 
端 结合 于 Argonaute 的 PIWI 口袋 ， 其 3' 端 结合 于 
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PAZ 域 ， 这 种 结合 正好 将 Argonaute 的 活性 位 点 置 
F siRNA 的 第 10 和 11 位 碱 基 之 间 ， 因 此 mRNA 
正好 在 siRNA-mRNA 的 杂 合 链 中 间 被 剪 切 。 

RNAi 的 生理 学 意义 是 什么 ? 正常 情况 下 ， 真 
核 生物 细胞 不 存在 双 链 RNA。 但 是 当 受 到 某 些 外 源 
RNA 病毒 感染 时 就 会 发 生 ， 这 些 RNA 病毒 要 通过 
双 链 RNA 中 间 体 复制 。 因 此 ，RNAi 的 一 个 重要 功 
能 可 能 是 通过 降解 病毒 mRNA 而 抑制 RNA 病毒 的 
复制 。Fire 和 其 他 研究 者 发 现 RNAI 所 需 的 基因 也 
是 阻止 某 些 转 座 子 在 基因 组 中 转 座 所 需要 的 。 事 实 
上 ， 早 在 2003 年 Titia Sijen 和 Ronald Plasterk 就 发 
现 线虫 精细 胞 中 Tcl 转 座 子 的 转 座 活 性 受 RNAi 沉 
默 。 哪 些 dsRNA 触发 了 这 一 RNAI 呢 ? 转 座 子 末端 
反 向 重复 序列 的 转录 可 以 形成 具有 茎 环 结构 的 
RNA， 其 中 的 茎 为 双 链 结构 。 因 此 ，RNAIi 不 仅 能 
够 通过 抵抗 病毒 来 保护 细胞 ， 还 可 以 通过 抑制 转 座 
子 来 保证 精细 胞 基因 组 的 完整 性 。 

RNAi 也 可 以 沉默 转基因 及 其 基因 组 的 同 源 基 
因 。 双 链 RNA 是 如 何 从 转基因 中 产生 的 呢 ? 与 正常 
基因 不 同 ， 好 像 转基因 的 两 条 链 都 发 生 了 转录 。 这 种 
对 称 转录 可 产生 足够 的 双 链 RNA 以 激活 RNAI. 

除了 其 天 然 功能 外 ，RNAi 对 分 子 生物 学 家 来 
说 是 一 个 极 大 的 恩赐 ， 因 为 RNAi 让 他 们 可 以 随心 
所 欲 地 沉默 基因 ， 只 要 简单 地 引 人 目 标 基因 相对 应 
的 双 链 RNA 即 可 。 这 一 操作 比 实验 室 产 生 基因 项 
除 生物 的 过 程 〈 如 第 5 章 所 述 ) 要 方便 得 多 。 当 然 
这 一 技术 也 受到 生物 技术 产业 的 关注 ，RNAi 展现 
了 潜在 的 利润 。 我 们 知道 许多 基因 过 于 活化 时 会 产 
生 破坏 作用 。 例 如 ， 许 多 原 瘙 基因 (oncogene)， 在 
肿瘤 细胞 中 具有 超级 活性 ， 使 肿瘤 细胞 生长 失控 。 
直接 抵抗 原 癌 基 因 的 RNAI 可 以 控制 原 瘤 基因 的 活 
性 ， 进 而 恢复 对 瘤 细胞 的 生长 控制 。 

尽管 对 RNAI 非常 乐观 ， 但 谨慎 些 更 保险 ， 因 
为 2004 年 以 来 的 数据 显示 ，RNAi 不 如 想象 的 那样 
精准 特异 ， 与 触发 dsRNA 不 完全 配对 的 基因 也 受到 
一 定 程度 的 抑制 。 我 们 还 不 知道 这 一 非特 异性 是 否 
会 严重 影响 RNAi 在 科学 研究 和 医学 应 用 中 的 效率 。 

此 外 ， 如 果 科 学 家 们 要 运用 RNAI 技术 研究 人 类 
基因 的 功能 或 是 治疗 疾病 ， 他 们 还 得 考虑 另外 一 个 事 
实 : 与 晒 虫 和 果 蝇 不 同 ， 靠 引入 dsRNA 到 哺乳 动物 
细胞 所 引发 的 RNAI 是 瞬时 的 。 有 一 个 解决 办 法 是 给 
哺乳 动物 细胞 转 染 某 种 基因 ， 该 基因 编码 具有 反 向 重 
复 序列 可 形成 发 夹 的 RNA。 这 些 基因 以 发 夹 结构 的 
形式 持续 提供 dsRNA, {E RNAi 持续 进行 。 截 至 
2004 年 ， 研 究 人 员 已 经 建立 了 一 个 编码 短发 夹 RNA 
(short hairpin RNA, shRNA) 的 基因 文库 ， 可 以 靶 向 
作用 于 近 10 000 个 人 类 基因 。 这 对 于 科学 研究 甚至 
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人 类 疾病 的 治疗 都 将 是 十 分 有 价值 的 资源 。 

小 结 ”细胞 遭遇 dsRNA 侵入 时 会 发 生 RNAI, 
这 些 dsRNA 可 能 来 自 病毒 、 转 座 子 或 转基因 (或 
者 实验 加 入 的 dsRNA)。 这 种 触发 dsRNA 由 一 个 
类 似 RNase Ul 的 Dicer 酶 降解 成 21 一 23nt 的 片段 
(siRNA). IUGE SIRNA 和 Dicer 以 及 Dicer 相关 蛋 
白 R2D2 组 成 复合 体 B。 复 合体 B 将 SIRNA 传递 给 
RISC 装载 复合 体 RLC，RLC 可 能 将 双 链 siRNA 
分 成 两 个 单 链 siRNA， 同 时 将 引导 链 转 运 给 RNA 
诱导 沉默 复合 体 RISC, RISC 含有 称 为 Argonaute2 
(Ago2) 的 蛋白 质 。 在 Ago2 PIWI 结构 域 的 活性 位 
Aio SIRNA 的 引导 和 链 同 目标 mRNA 碱 基 互补 配 
对 ， 其 中 PIW1 结 构 域 类 似 于 RNase H 酶 ， 也 被 称 
为 slicer。slicer 在 目标 基因 同 siRNA 互补 配对 区 域 
的 中 间 切 割 mRNA。 在 一 个 依赖 ATP 的 步 又 中 ， 
被 切割 的 mRNA 从 RISC 上 释放 出 来 ， 以 便 接 受 
一 个 新 的 待 降解 MRNA, 

siRNA 的 扩 增 ”很 难 解释 siRNA 在 一 些 生物 体 
如 植物 和 线虫 中 的 高 灵敏 性 ， 仅 少数 dsRNA 分 子 就 
可 以 调动 完全 沉默 一 个 基因 的 过 程 ， 而 且 不 仅 只 在 
一 个 细胞 中 ， 而 是 在 整个 生物 体 ， 甚 至 其 后 代 中 发 
生 。 这 一 现象 表明 基因 沉默 过 程 是 催化 性 的 。 确 实 ， 
Dicer 从 dsRNA 和 目标 mRNA 产生 出 许多 siRNA. 
分 子 , 但 这 仍 不 足以 解释 RNAI 的 巨大 威力 。2001 
年 ，Bruce Paterson 及 同事 揭 开 了 这 一 谜底 ， 他 们 发 
现 细胞 利用 RNA 指导 性 RNA 聚合 酶 (RNA-direct- 
ed RNA polymerase，RdRP) 以 反 义 siRNA 为 引物 
扩 增 SIRNA 的 拷贝 ， 如 图 16. 38 所 示 。 

HH. Paterson 及 同事 证 明 20pmol/L (20X 
10°") 的 GFP mRNA 所 对 应 的 触发 dsRNA 就 可 在 
果 蜗 胚 提取 物 中 产生 siRNA， 同 时 ，GFP mRNA 被 
降解 但 非 目标 的 理光 素 酶 mRNA 不 受 影响 。 可 见 
RNAi 可 在 体外 复制 。 接 下 来 ， 他 们 发 现 ， 利 用 
GFP dsRNA 所 合成 的 siRNA 可 以 体外 诱导 RNAI 
的 产生 。 但 是 ， 合 成 的 siRNA 必须 具有 3'-OH 基 团 
才能 诱导 RNAI, KH siRNA 作为 引物 引导 RdRP 
扩 增 mRNA 产生 dsRNA, 

为 验证 这 一 假说 ， 他 们 用 UTP [PP] 标记 siR- 
NA， 检 测 被 标记 的 siRNA 是 否 以 引物 形式 进入 全 
K dsRNA, 同时， 他 们 检测 dsRNA 是 否 同 目标 
mRNA 相应 的 长 度 一 致 (GFP 和 董 光 素 蛋白 酶 分 别 
为 716bp 和 1652bp)。 结 果 非 常 明确 ， 如 图 16. 39a 
所 示 ， 以 mRNA、 反 义 RNA 和 dsRNA 为 模板 时 ， 
标记 siRNA 都 可 掺 入 全 长 RNA， 但 无 模板 或 模板 
非 同 源 时 都 不 能 挫 人 。 此 外 ， 标 记 的 产物 可 以 抵抗 
RNase T1 和 RNase 1 的 降解 ， 表 明 它 们 是 双 链 的 
(图 16. 39b). 


E 16.38 siRNA 的 扩 增 。 

(a) Dicer 剪 切 触发 dsRNA 成 为 
siRNA;(b) siRNA HANES 
mRNA 3838; (c) RdRP 利用 siR- 
NA 的 无 义 链 为 引物 ， 靶 mRNA 为 
模板 合成 长 的 无 义 链 ; (d)(c) 中 
产生 的 是 新 的 触发 dsRNA; 
(e) Dicer 将 新 的 触发 dsRNA 994) 
成 更 多 新 的 siRNA， 这 些 siRNA 
又 引发 新 一 轮 的 扩 增 。( Source: 
Adapted from Nishikura. Cel! 107 
(2001) f.l, p. 416.) 
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图 16.39 siRNA 引发 目的 dsRNA 的 合成 。(a) 全 长 触发 dsRNA 的 生成 。Paterson 及 同事 把 
人 工 合成 的 标记 SIRNA 分 别 在 无 RNA (一 )、 目 标 mRNA、 触 发 dsRNA、 非 同 源 RNA 条 件 
下 (图 底部 所 示 )， 加 入 果 暗 胚胎 提取 物 中 ， 凝 胶 电泳 检测 产物 。 分 别 使 用 萤 光 素 酶 (Luc) 
或 绿色 荧光 蛋白 GFP) 的 siRNA (图 顶部 所 示 )。Luc 或 GFP 的 全 长 mRNA 的 位 置 在 图 左 
边 标 出 (ds 一 双 链 RNA，as 一 反 义 RNA)。 同 源 RNA、 反 义 RNA 或 dsRNA 分 别 作为 合成 
全 长 RNA 的 模板 。(b) 全 长 dsRNA 产物 对 RNase 的 抗 性 .Ca) 中 标记 的 GFP 的 RNA 用 
RNase T1 或 RNase I 处理 后 ， 凝 胶 电 泳 检测 。 模 板 在 图 底部 标 出 .Cc) 全 长 dsRNA 产物 加 工 
成 siRNA。 纯 化 (a) 中 GFP 的 全 长 双 链 RNA， 与 果 蝇 胚胎 提取 物 舞 育 ， 凝 胶 电泳 检测 ( 沪 
道 3)。 泳 道 1 为 分 子 质量 标准 ， 泳 道 2 为 对 照 ,已 知 要 加 工 成 siRNA 的 GFP 全 长 双 链 
RNA, siRNA 条 带 在 25bp 之 下 。 (Source; Reprinted from Cell v. 107 Lipardi et al. Fig. 4, 
p- 301, © 2001 with permission from Elsevier Science. ) 


Paterson 等 纯化 了 细胞 提取 物 中 由 标记 siRNA 
产生 的 标记 dsRNA， 并 将 其 回 加 到 细胞 提取 物 中 。 
图 16. 39c 显示 ， 提 取 物 〈 可 能 是 Dicer) 加 工 这 种 
RNA 而 产生 新 的 siRNA, ERS REG Xm 
降解 的 证 据 : 首先 全 长 dsRNA 中 出 现 了 标记 信号 ， 
在 随后 的 10min 内 dsRNA 开始 消失 ，siRNA 的 量 
再 次 增加 。 因 此 应 存在 一 个 机 制 扩 增 被 加 入 的 dsR- 
NA， 这 可 以 解释 RNAI 的 强大 效力 。 该 反应 的 第 一 
轮 依赖 于 以 反 义 siRNA 为 引物 以 mRNA 为 模板 的 
引发 。 该 模式 可 以 解释 Fire 及 同事 早先 的 发 现 : 
dsRNA 的 无 义 链 而 不 是 有 意义 链 的 改变 阻 断 了 
RNAi。 这 一 模式 同 早期 在 番茄 中 发 现 的 RdRP 和 在 
真菌 、 线 虫 以 及 其 他 植物 中 出 现 的 同 源 基因 是 一 致 
的 ， 它 们 是 RNAi 有 效 进行 所 必需 的 。 

令 人 鼓舞 的 是 ，Fire 及 同事 在 线虫 进行 的 类 似 
实验 中 得 到 了 相似 的 结果 。 他 们 用 超 量 表达 触发 
dsRNA 的 细菌 虽 养 线虫 ， 以 标记 的 有 义 链 为 探 针 进 
行 RNase 保护 实验 ， 检 测 线虫 中 的 反 义 siRNA 链 。 
实验 中 采用 了 两 种 不 同 的 触发 dsRNA， 发 现 两 种 情 
况 下 都 有 大 量 新 SIRNA 产生 。 此 外 ， 他 们 在 触发 
RNA 区 域外 发 现 了 一 些 次 级 siRNA (secondary 
siRNA), YR, KAUR siRNA 只 与 触发 序列 上 
游 的 MRNA 区域 相 对 应 。 这 一 结果 同 RARP 的 作用 
特点 相 一 致 ， 因 为 siRNA 引导 RNA 合成 的 反应 向 
着 mRNA 的 5' 端 ( 即 上 游 ) 进行 。 因 此 ， 次 级 siR- 
NA 的 发 现 也 佐证 了 RdRP 以 目标 MRNA 为 模板 扩 
增 SIRNA 的 假说 。 

小 结 SIRNA 的 扩 增 是 在 RNAi 过 程 中 ， 反 
义 siRNA 杂交 到 目标 mRNA 上 ， 在 RdRP 的 作 
用 下 扩 增 得 到 全 长 反 义 RNA， 这 些 dsRNA 被 
Dicer 消化 剪 切 成 新 的 siRNA 片段 。 

RNAI 机 制 在 异 染色 质 形 成 和 基因 沉默 中 的 作用 

在 2002 年 ， 有 越 来 越 多 的 证 据 显示 ， 在 异 染色 
质 形成 和 基因 沉默 以 及 RNAI 自身 中 都 涉及 RNAI 
体系 。Shiv Grewal, Robert Martienssen 及 同事 在 列 
SWEDE (Schizosaccharomyces pombe) 中 分 别 删除 
了 编码 Dicer, Argonaute 和 RARP (分 别 为 derl 、 
agol 和 rdpl) 的 RNAI 基因， 发 现 所 有 突变 体 在 沉 
默 插 人 着 丝 粒 附 近 的 转基因 方面 是 缺陷 的 ， 而 正常 
情况 下 着 丝 粒 附近 插入 的 转基因 的 表达 是 受 抑制 的 。 
也 就 是 说 ， 转 基因 在 RNAI 突变 体 中 有 活性 。 注 意 ， 
此 处 没有 加 入 针对 转基因 的 dsRNA， 因 此 RNAi 不 
是 直接 参与 对 转基因 的 沉默 。 

同时 研究 人 员 利 用 Northern 印迹 检测 了 着 丝 粒 
的 重复 DNA 序列 (cond 序列 ) 在 野生 型 和 突变 体 
中 是 否 得 到 转录 。 结 果 显 示 ， 在 野生 型 细胞 中 无 转 
录 物 ， 而 在 3 个 RNAI 突变 体 中 发 现 有 大 量 cond 转 
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录 物 。 利 用 RNA 斑点 杂交 进行 更 详细 的 研究 显示 ， 
在 野生 型 和 突变 体 细胞 中 有 cen3 的 反 转 录 物 ， 而 正 
向 转录 物 仅 在 突变 体 细胞 中 出 现 。 此 外 核 连 级 转录 
显示 了 相同 的 转录 模式 ， 即 正 向 转录 仅 发 生 在 突变 
体 中 。 可 见 ， 对 cen3 转录 物 浓度 的 控制 发 生 在 转录 
水 平 上 而 不 是 转录 后 水 平 上 。 

接着 ， 研 究 人 员 利 用 染色 体 免 疫 沉 淀 技术 
(ChIP) 检测 特异 核心 组 蛋白 的 甲 基 化 现象 ， 所 用 
抗体 为 抗 组 蛋白 H3 的 抗体 ,该 H3 的 第 4 和 第 9 位 
赖 氨 酸 均 发 生 了 甲 基 化 。 其 中 第 4 位 赖 氮 酸 甲 基 化 
同 基因 的 活化 有 关 ， 而 第 9 位 赖 氮 酸 甲 基 化 与 异 染 
色 质 和 基因 失 活 相 关 。 与 我 们 前 面 讨论 的 一 样 ， 野 
生 型 细胞 着 丝 粒 区 域 的 第 4 和 第 9 位 赖 氨 酸 都 发 生 
了 甲 基 化 ,而 3 个 RNAI 突变 体 的 着 丝 粒 H3 A AE 
白 表现 出 异常 甲 基 化 : 第 4 位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 水 平 
较 高 ， 而 第 9 位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 水 平 很 低 。 这 一 申 
基 化 组 合 与 在 ural” 转基因 菌株 中 发 现 的 形式 一 样 ， 
该 转基因 位 于 最 外 侧 着 丝 粒 区 域 (outermost centro- 
mere region，otr); 在 野生 型 细胞 中 第 9 位 赖 氨 酸 甲 
基 化 水 平 较 高 ， 而 在 3 个 RNAi 突变 体 中 该 赖 氨 酸 
甲 基 化 水 平 受 到 极 大 地 抑制 。 

RNAi 与 组 蛋白 的 甲 基 化 ， 以 及 进而 引起 着 丝 
粒 处 异 染色 质 化 有 关 吗 ? 如 果 有 关 的 话 ， 可 以 预期 
至 少 有 一 些 RNAI 蛋白 与 着 丝 粒 染色 质 相 互 作用 ， 
同时 还 可 预期 应 该 存在 与 着 丝 粒 RNA 相应 的 siR- 
NA。Martienssen 及 同事 确实 发 现 了 RNAi 机 器 中 
的 Rdpl 部 件 与 着 丝 粒 染 色 质 相 结合 。 同 时 ， 
B. J. Reinhard 和 David Bartel 也 提供 了 支持 该 假说 
第 二 个 推论 的 有 力 证 据 ， 他 们 从 野生 型 细胞 中 克隆 
到 了 Dicer 的 产物 ， 显 示 所 有 12 个 克隆 都 源 于 着 丝 
粒 区 域 的 转录 物 。 

因此 ， 在 着 丝 粒 处 至 少 发 现 了 RNAI 机 器 的 一 
个 部 件 ， 并 且 SIRNA 来 源 于 着 丝 粒 转录 物 。 根 据 这 
些 结果 和 其 他 资料 ，Martienssen 及 同事 提出 ， 着 丝 
粒 处 异 染 色 质 化 的 沉默 与 RNAi AX (Al 16.40) 。 
具体 讲 ， 丰 富 的 otr 区 的 反 向 转录 物 与 RNA RAN 
或 RdRP 偶尔 转录 的 正 向 转录 物 碱 基 互补 配对 ， 形 
成 触发 dsRNA。 然 后 Dicer 消化 dsRNA 产生 siR- 
NA, 而 siRNA 同 RITS 复合 体 中 的 Argonautel 蛋 
白 〈Agol) 结合 (RITS 复 合体 是 指 RNA 诱导 的 转 
录 基 因 沉 默 起 始 物 ，RNA-induced initiator of tran- 
scrional gene silencing)。RITS 复合 体 然 后 吸引 
RDRC BAK (RNA 指导 的 RNA 聚合 酶 复合 体 ， 
RNA-directed RNA polymerase complex) 中 的 
RdRP, RDRC 可 以 扩 增 双 链 siRNA。 通 过 与 该 
DNA 直接 配对 或 与 其 转录 物 配对 ，siRNA RITS 
护送 到 基因 组 的 相应 位 点 上 。 然 后 ，RITS 召集 组 蛋 


Á H3 Lys9 甲 基 转 移 酶 。 一 旦 Lys9 甲 基 化 , 它 又 
召集 Swi6，Swi6 是 异 染色 质 化 所 必需 的 。 可 能 还 需 
要 其 他 蛋白 质 ， 但 最 终结 果 是 异 染色 质 化 扩散 到 着 
丝 粒 的 otr 区 。 无 论 是 什么 机 制 ， 似 乎 都 是 高 度 保 
守 的 ， 因 为 哺乳 动物 外 周 着 丝 粒 的 异 染 色 质 结构 也 
涉及 组 蛋白 H3 Lys9 的 修饰 以 及 一 些 RNase 敏感 物 
质 , 这 些 RNase 敏感 物 极 有 可 能 是 一 种 或 多 种 
RNAi 的 中 间 产 物 。 

Grewal 及 同事 注意 到 ， 在 一 些 位 点 也 发 现 了 类 
着 丝 粒 〈centromere like) 序列 ， 如 交配 型 沉默 区 ， 
该 区 离 着 丝 粒 较 远 ， 但 仍 受 异 染色 质 化 而 沉默 。 在 
另外 的 实验 中 ， 研 究 人 员 发 现 交配 型 沉默 区 的 异 染 
色 质 化 的 起 始 需要 RNAI 机 器 ， 而 维持 则 不 需要 。 
Swi6 显然 足够 异 染色 质 的 维持 。 

RNAi 机 器 在 着 丝 粒 事件 中 的 作用 不 仅仅 局 限 
于 低 等 生物 。2004 年 ，Tatsuo Fukagawa 及 同事 报 
道 了 在 鸡 -人 杂交 细胞 系 中 的 检测 结果 ， 该 细胞 系 仅 
含 人 类 的 第 21 号 染色 体 。 他 们 让 杂交 细胞 系 中 Dic- 


(a) t) 


er 基因 的 表达 受到 四 环 素 的 抑制 ， 然 后 观察 细胞 的 
变化 ， 尤 其 是 观察 在 四 环 素 阻 巡 Dicer 表达 的 情况 
下 人 类 第 21 号 染色 体 的 变化 。Dicer 缺失 最 明显 的 
影响 是 在 大 约 5d 后 这 些 细胞 发 生死 亡 。 

此 外 ， 这 些 细胞 表现 出 与 着 丝 粒 相关 的 特异 的 
病理 学 特征 ， 即 在 有 丝 分 裂 期 间 的 姊妹 染色 单 体 发 
生 了 异常 分 离 。 像 RNAi 缺陷 的 酵母 细胞 一 样 ， 在 
这 些 冰 椎 动物 的 细胞 中 ， 人 类 21 号 染色 体 的 着 丝 粒 
重复 序列 的 转录 物 不 正常 地 堆积 。 他 们 也 发 现 了 一 
些 着 丝 粒 蛋白 的 不 正常 定位 ， 但 不 是 全 部 着 丝 粒 蛋 
白 。 在 着 丝 粒 发 生 的 这 些 现象 可 能 是 由 于 Dicer 的 
缺失 所 致 ， 继 而 导致 细胞 分 裂 失 败 ， 以 及 细胞 死亡 。 

我 们 认为 图 16. 40 所 示 的 发 生 在 裂 殖 酵母 着 丝 
粒 区 域 的 事件 有 助 于 解释 高 等 生物 细胞 中 产生 的 上 
述 结果 。 但 哺乳 动物 似乎 缺少 RdRP。 因 此 出 现在 
哺乳 动物 着 丝 粒 处 的 dsRNA 肯定 是 由 该 区 域 DNA 
的 双向 转录 所 产生 ， 或 基因 组 某 处 同 源 区 域 的 双向 
转录 所 产生 。 
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图 16.40 Æ S. pombe 的 着 丝 粒 异 染色 质 化 中 RNAi 机 器 的 参与 模型 。(a) 着 丝 粒 最 远 端 区 (otc) 恒定 地 
产生 反 向 转录 物 ， 正 向 转录 物 可 能 也 产生 ， 但 水 平 很 低 《〈 检 测 不 到 ); (>) 转录 和 反 向 转录 之 后 〈 或 反 向 
转录 和 RARP 作用 之 后 ) ， 得 到 双 链 DNA (dsRNA); (c) Dicer 将 dsRNA 切割 成 siRNA; (d) Agol ( 黄 


色 ， 可 能 与 其 他 蛋白 质 在 一 起 ) 


与 单 链 siRNA 结合 产生 RITS; (e) RDRC 中 的 RdRP 扩 增 siRNA, 产生 


双 链 siRNA; (f) RITS 通过 其 siRNA 与 otr 结 合 ， 或 是 通过 直接 与 DNA 作用 或 是 与 该 DNA 的 转录 物 作 
AAs (g) RITS 将 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 (HMT, 绿色 ) 吸引 到 otr 上 ; (h) HMT 将 组 蛋白 H3 的 Lys9 甲 基 
化 ， 当 然 ， 该 组 蛋白 是 核 体 的 一 部 分 ， 为 简单 起 见 ， 此 处 未 显示 核 体 ;(i) 这 种 甲 基 化 吸引 了 更 多 的 Swi6 


《红色 )， 使 异 染色 质 化 扩展 。 


裂 殖 酵母 同 植物 和 哺乳 动物 异 染色 质 化 的 另 一 
主要 区 别 是 ， 除 组 蛋白 甲 基 化 外 ， 动 植物 还 发 生 了 
DNA 的 甲 基 化 。 甲 基 基 团 加 到 双 链 CpG 序列 的 C 


上 ,它们 有 助 于 吸引 那些 能 够 诱导 染色 体 发 生 异 染 
色 质 化 的 蛋白 质 。 还 有 ，dsRNA 的 出 现 对 RNAI 机 
器 的 募集 具有 重要 的 作用 ，RNAIi 机 器 可 刺激 DNA 
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甲 基 化 。 

这 一 机 制 的 一 个 显著 优点 是 它 的 永久 性 。 一 旦 
DNA CpG 序列 双 链 中 的 C 被 甲 基 化 ， 这 种 甲 基 化 
便 会 从 一 代 细胞 遗传 给 下 一 代 。DNA 复制 完成 后 ， 
一 条 链 上 甲 基 化 的 C 可 确保 相反 链 中 新 挫 入 的 C 也 
发 生 甲 基 化 。 虽 然 甲 基 化 是 永久 的 ,但 不 是 真正 的 
遗传 学 改变 ， 可 能 是 一 种 碱 基 变 为 另 一 个 碱 基 ( 如 
C 变 为 T)。 我 们 称 之 为 DNA 的 表 观 修饰 (epigenic 
modification) 。 它 同 遗 传 学 的 改变 一 样 重要 ， 因 为 它 
可 以 导致 基因 的 沉默 甚至 可 以 导致 妇 色 体 整个 区 段 
的 异 染 色 质 化 。 

RNAi 可 能 在 哺乳 动物 X 染色 体 的 失 活 中 起 作 
用 。 峻 性 哺乳 动物 的 每 个 细胞 中 ， 一 条 X 染色 体 被 
蜡染 色 质 化 而 失 活 ， 避 兔 了 过 多 X 染色 体 产物 对 机 
体 的 毒害 作用 。 在 X 染色 体 失 活 过 程 中 ， 第 一 步 是 
组 蛋白 H3 Lys9 的 甲 基 化 ， 该 甲 基 化 在 Xist 基因 座 
的 非 编码 转录 物 出 现 后 立即 产生 。 我 们 知道 ，Xist 
的 转录 受 反 义 RNA 、Tsiz 和 Xist 启动 子 甲 基 化 控 
制 。Xist 和 Tsiz 的 转录 物 在 同一 细胞 同时 出 现时 会 
触发 RNAI 系统 ，RNAi 系统 召集 组 蛋白 甲 基 化 酶 ， 
进而 引起 异 染色 质 化 的 形成 。 

(a) 


GFP mRNA 表达 


a ne ae 
25 图 无 药物 W TSA + 5-azaC 1.95 


2004 年 Kevin Morris 及 同事 发 现 ， 哺 乳 动物 基 
因 也 能 被 RNAi 机 器 所 沉默 ， 正 像 我 们 在 植物 和 哺 
屯 动物 中 所 看 到 的 异 染 色 质 化 一 样 。 这 种 基因 沉默 
涉及 DNA 甲 基 化 。 此 外 ， 与 正常 RNAi 不 同 的 是 ， 
这 种 沉默 所 涉及 的 siRNA 直接 作用 于 基因 的 调控 
区 ， 而 不 是 编码 区 。 

Morris 及 同事 构建 了 一 个 GFP 报告 基因 ， 由 人 
类 延伸 因子 le 基因 (EFIA) 的 启动 子 -增强 子 区 控 
制 。 用 含有 GFP 报告 基因 的 猫 科 动物 免疫 缺陷 病毒 
(feline immunodeficiency virus, FIV) 转 导 人 细胞 ， 
使 该 报告 基因 及 其 调控 区 整合 到 人 基因 组 中 。FIV 
载体 也 使 核 膜 对 siRNA 具有 通 透 性 ， 否 则 siRNA 
不 能 被 哺乳 动物 细胞 核 吸收 。 

因为 实验 所 用 siRNA 直接 对 应 基因 的 调控 区 而 
不 是 编码 区 ， 可 以 预测 它 不 会 导致 mRNA 降解 或 阻 
断 翻 译 ， 但 可 阻 断 转录 。 事 实 正如 Morris 及 同事 所 
发 现 的 那样 。 他 们 利用 实时 定量 RT-PCR (第 4 章 ) 
证 明 ，EF52 siRNA 转 导 细胞 后 几乎 所 有 GFP 转录 
物 都 消失 了 ， 而 EF52 siRNA 靶 向 GFP 融合 基因 的 
WEEK. AR, WÉ GFP mRNA 编码 区 的 siRNA 
均 导致 GFP 转录 物 浓度 下 降 78% (图 16. 41a), 


(b) siRNA 处 理 
对 照 EF52 


GFP 


探 针 


GAPDH 


图 16. 41 siRNA 靶 向 EFIA 基因 的 调控 区 域 而 造成 的 基因 沉默 。(a) 实时 定量 PCR 实验 检测 人 细胞 中 
GFP mRNA. GFP 基因 由 EFIA 基因 的 启动 子 -增强 子 区 驱动 。 用 含 GFP 基因 重组 子 的 FIV 转 导 细胞 ， 
然后 在 有 或 无 TSA 和 5-azaC 药物 的 情况 下 加 入 siRNA。 然 后 用 实时 定量 PCR 测定 GFP mRNA 的 浓度 。 
柱状 图 〈 及 其 相应 的 量 ) 表示 加 入 不 同 siRNA 的 结果 : 对 照 没有 siRNA, Wi GFP 基因 编码 的 siRNA 
(GFP), Wf] EFLA 基因 调控 区 的 siRNA (EF52).(b) 核 连 级 转录 实验 。 从 转 有 EF1A-GFP 质粒 的 细 
胞 中 分 离 细胞 核 ， 加 入 EF52 siRNA 或 不 加 入 siRNA (对 照 ) 。 标 记 的 连 组 转录 物 分 别 同 GFP DNA 和 
GAPDH DNA 进行 斑点 杂交 ， 如 左 侧 所 示 。 在 转录 水 平 上 ，EF52 siRNA 沉默 GFP 基因 ， 但 不 影响 
GAPDH 基因 。( Source: Reprinted with permission from Science，Vol 305, Kevin V. Morris ，Simon 
W.-L. Chan, Stever E. Jacobsen, and David J. Looney, “Small interfering RNA-Induced Transcriptional 
Gene Silencing in Human Cells,” Fig. 1, p. 1290, Copyright 2004, AAAS. ) 


哺乳 动物 发 生 转录 沉默 的 共同 特征 是 组 蛋白 和 
DNA 的 甲 基 化 ， 故 Morris 及 同事 分 别 检测 了 曲 古 
抑 菌 素 〈trichostatin，TSA) 和 5- 氮 胞 人 (5-azacyt- 
idine, 5-azaC) 对 转录 沉默 的 影响 。TSA 和 5-azaC 
可 分 别 抑制 组 蛋白 和 DNA 的 甲 基 化 。 这 些 药物 完 
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全 逆转 了 由 EF52 siRNA 所 造成 的 基因 沉默 ， 但 对 
GFP 编码 区 siRNA 所 引起 的 基因 沉默 没有 影响 。 这 
些 结果 支持 了 DNA 和 (或 ) 组 蛋白 甲 基 化 参与 由 
EF52 引起 的 基因 沉默 的 假说 。 

为 了 检测 由 EF52 引起 的 基因 沉默 是 否 发 生 在 


转录 水 平 上 ，Morris 及 同事 进行 了 核 连 缀 转录 实验 
(第 5 章 )。 图 16.41b 显示 ，EF52 确实 大 大 降低 了 
GFP 的 转录 量 ， 而 无 关 的 GAPDH (BEAR ET THRE BE 
氢 酶 ，glyceraldehyde -phosphate dehydrogenase) 转 
录 物 不 受 影响 。 

为 了 验证 在 转录 沉默 中 基因 调控 区 的 DNA 是 
理发 生 了 甲 基 化 ， 他 们 又 利用 识别 位 点 包含 CpG 的 
限制 性 内 切 核酸 酶 HinP11 进行 实验 。 若 序列 中 的 C 
未 甲 基 化 ，HinP1I 可 以 酶 切 ， 否 则 不 能 酶 切 。 在 
EFIA 的 调控 区 有 一 个 HimP1I 酶 切 位 点 ， 如 果 该 位 
点 发 生 了 甲 基 化 ， 就 可 免 受 HinPl1I 酶 切 ， 利 用 该 
位 点 两 侧 的 引物 进行 PCR 会 得 到 扩 增 产物 。 反 之 ， 
若 该 位 点 未 甲 基 化 ，HinPl11 会 对 其 酶 切 而 得 不 到 
PCR 产物 。 

图 16. 42 显示 了 这 一 实验 的 结果 。 泳 道 1 的 对 照 
显示 , 含有 HinP11 位 点 的 质粒 在 体外 甲 基 化 后 的 确 
实 产生 了 PCR 产物 ， 甚 至 在 经 过 HinP11 处 理 后 仍然 
可 产生 PCR 产物 。 泳 道 2 和 3 分 别 表示 来 自 无 关 
siRNA 和 GFP 编码 区 相应 siRNA 转 导 后 细胞 的 DNA 
对 照 。 泳 道 4 表示 转 导 EF52 siRNA 后 的 结果 。 顶 部 
一 行 表示 DNA 一 定 发 生 了 甲 基 化 ， 因 为 它 被 保护 而 
免 受 HinP11 的 酶 切 ， 结 果 出 现 一 条 PCR 产物 。 然 而 
底部 一 行 表示 阻 断 甲 基 化 的 药物 TSA 和 5-azaC 使 
HinP1I 位 点 被 酶 切 ， 因 而 无 PCR 产物 。 

至 今 所 提 到 的 利用 FIV 转 导 细胞 的 实验 中 ， 
FIV 将 EF1A 基因 整合 到 人 基因 组 中 ， 而 不 是 在 其 
天 然 存在 的 位 置 上 。 为 检测 siRNA 对 内 源 人 类 基因 
的 沉默 机 制 ，Morris 及 同事 进行 了 与 图 16. 41 和 图 
16. 42 类 似 的 实验 ， 但 所 用 细胞 在 MPG 的 作用 下 对 
siRNA 具有 通 透 性 ，MPG 指 的 是 含有 HIV-1 转 腊 
肽 以 及 一 个 与 之 连接 的 SV40 病毒 核定 位 信号 的 融 
合 多 肽 。 在 这 些 实验 中 ， 没 有 EFIA 进入 细胞 ， 仅 
有 内 源 基因 存在 ， 并 且 内 源 基因 被 EF52 siRNA 沉 
默 (虽然 不 像 前 述 实验 发 生 那 么 强 的 基因 沉默 )。 如 
同上 述 情况 一 样 ， 基 因 沉 默 伴随 有 DNA 的 甲 基 化 ， 
但 这 一 沉默 可 被 甲 基 化 抑制 物 所 阻 断 。 


小 结 RNAi 机 器 参与 醇 母 着 丝 粒 和 沉默 交 
配 型 区 域 的 异 染 色 质 化 ， 也 参与 其 他 生物 的 异 染 
色 质 化 。 在 裂 殖 醇 母 着 丝 粒 的 最 外 侧 区 域 无 义 链 
发 生 了 转录 。 偶尔 发 生 的 正 向 转录 或 由 RdRP 所 
形成 的 正 向 转录 物 同 反 向 转录 物 碱 基 配 对 ， 引 发 
RNAi， 继 而 召集 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 ， 该 酶 使 组 
蛋白 H3 Lys9 甲 基 化 ， 而 甲 基 化 的 组 蛋白 H3 又 
召集 Swis, Swis JRR REME. Em 
Apat, auth DNA 甲 基 化 支持 ，DNA 
甲 基 化 同样 可 以 召集 异 染 色 质 化 机 器 。 哺 乳 动物 
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图 16.42 EFIA 基因 调控 区 的 甲 基 化 应 答 siRNA 的 证 
FA. Morris 及 同事 利用 FinP1I 的 切割 特性 检测 EFLA 
基因 调控 区 CpG 序列 发 生 甲 基 化 的 情况 ，HinP11 切 
割 未 甲 基 化 的 含有 CpG 序列 的 位 点 而 不 能 切割 甲 基 
化 的 位 点 。 从 未 经 处 理 的 细胞 和 经 TSA 和 5-azaC 处 
理 的 细胞 中 提取 DNA, TSA 和 5-azaC 可 以 抑制 CpG 
序列 甲 基 化 。 用 HinP11 处 理 这 些 DNA， 然 后 用 CpG 
两 侧 序 列 设计 引物 来 PCR 扩 增 上 述 酶 切 产物 。 未 切 
割 的 〈 甲 基 化 的 ) 的 DNA 才 会 产生 PCR 信号 。 泳 道 
1 表示 含有 甲 基 化 的 阳性 对 照 。 泳 道 2 以 不 相关 RNA 
为 阴性 对 照 。 泳 道 3 加 入 靶 向 GFP 编码 区 的 siRNA 
作为 阴性 对 照 。 泳 道 MARE GFP 调控 区 的 SiRNA 
所 产生 的 实验 结果 。 在 该 siRNA 存在 且 无 TSA 和 5- 
azaC 条 件 下 ，CpG 序列 被 甲 基 化 〈 未 被 切割 因而 产生 
PCR 信号 )。 但 在 甲 基 化 抑制 剂 存在 时 ， 该 位 点 未 被 
甲 基 化 。 (Source: Reprinted with permission from Sci- 
ence, vol. 305, Kevin V. Morris, Simon W.-L. Chan, 
Steven 已 Jacobsen, and David J. Looney, “Small inter- 
fering RNA-induced Transcriptional Gene Silencing in 
Human Cells,” Fig.l, p.1290, Copyright 2004, 
AAAS ) 


对 照 GFP EFS2 


中 ， 单个 基因 也 可 以 被 RNAi 所 沉默 ， 而 RNAi 
靶 向 基因 的 调控 区 而 不 是 编码 区 ; — TM 
涉及 DNA 的 甲 基 化 而 不 是 对 mRNA 的 降解 。 


microRNA 和 基因 沉默 


siRNA 不 是 参与 基因 沉默 的 唯一 小 RNA。 另 一 
类 被 称 为 microRNA (miRNA) 的 小 RNA 是 植物 和 
动物 细胞 中 自然 产生 的 18 一 25nt 的 RNA， 它 们 是 
由 长 约 75nt 的 茎 环 结构 前 体 RNA 被 Dicer RNase 酶 
切 而 成 。 在 哺乳 动物 中 ， 这些 miRNA 同 特异 
mRNA 的 3'-UTR 碱 基 配 对 《〈 虽 然 不 完美 )， 主 要 通 
过 阻止 这 些 mRNA 的 翻译 来 沉默 基因 的 表达 。 

miRNA 的 重要 性 最 早 被 引起 关注 是 始 于 1981 
年 的 研究 工作 ， 该 研究 表明 线虫 lin-4 基因 的 突变 导 
致 线虫 发 育 异 常 。 随 后 的 遗传 学 研究 表明 ，iizr4 基 

+ 463 + 


因 产物 通过 抑制 LIN-14 的 表达 水 平 发 挥 作用 ，LIN- 
14 是 lim14 基因 的 表达 产物 。 ABN, lint 需要 
lin-14 的 3-UTR 才能 发 挥 它 对 LIN-14 的 抑制 功能 。 
最 后 在 1993 年 ，Victor Ambros 等 定位 了 Lin4 突变 
体 ， 发 现 它 所 在 的 基因 不 能 编码 和 蛋白质， 而 是 一 个 
编码 miRNA 前 体 的 基因 。 这 表明 通过 减少 LIN-14 
的 表达 ，miRNA 在 线虫 的 发 育 过 程 中 发 挥 重要 的 作 
H. 线虫 基因 组 序列 验证 了 这 一 假说 ，miRNA 同 
lim14 mRNA 的 3-UTR 部 分 互补 ， 而 互补 的 这 一 
序列 是 Lin4 发 挥 正常 功能 所 需要 的 。 

1999 年 ，Philip Olsen 等 首先 提出 lizr4 通过 限 
制 lin-14 mRNA 的 翻译 来 发 挥 作用 。LIN-14 在 线虫 
正常 发 育 中 发 挥 重要 作用 。 在 第 一 幼虫 时 期 (L1) ， 
LIN-14 的 表达 水 平 很 高 ， 因 为 该 蛋白 质 有 助 于 特 化 
Ll 时 期 细胞 的 命运 。 然 而 在 L1 的 末期 ,LIN-14 的 
水 平 下 降 以 便 其 他 的 蛋白 质 在 第 二 幼虫 发 育 阶 段 
(L2) 来 决定 细胞 的 命运 。 抑 制 LIN-14 的 表达 水 平 
依赖 于 lied RNA WER, lind 是 一 个 22nt 的 
miRNA， 它 可 以 同 lir14 mRNA 的 3'-UTR 发 生 部 
分 碱 基 互 补 配对 。 

Olsen 等 进行 了 Western 印迹 实验 ， 结 果 显 示 从 
LI 发育 到 L2 时 期 ，LIN-14 的 表达 量 至 少 下 降 了 10 
倍 。 另外 他 们 的 核 连 级 转录 实验 显示 lir14 mRNA 
水 平 仅 下 降 了 约 1/2。 分 析 显 示 两 时 期 mRNA 的 
poly (A) 尾巴 没有 发 生 改 变 。 因 此 ， 对 Lim14 的 表 
达 控 制 可 能 发 生 在 翻译 水 平 而 不 是 转录 水 平 。 

接着 ，Olsen 等 利用 RT-PCR 技术 扩 增 两 时 期 
Lir14 mRNA 中 poly (A) 的 长 度 。 结 果 显 示 两 个 
发 育 时 期 的 poly CA) 的 长 度 没有 发 生 改 变 。 因此 
证 明 也 不 是 通过 剪 短 poly CA) 的 长 度 来 改变 L2 时 
期 lir14 mRNA 的 稳定 性 。 事实 上 ，Olsen 的 研究 
还 显示 ，L2 时 期 同 Lim14 结合 的 多 核糖 核 蛋 白 与 
L1 时 期 一 样 多 。 因 此 ，4izr14 mRNA 的 翻译 起 始 应 
该 像 L1 时 期 一 样 正常 进行 。 

LIN-14 蛋白 质 在 L2 时 期 较 少 出 现 ， 而 MRNA 
的 翻译 起 始 是 正常 的 ， 一 个 合理 的 推论 是 ， 该 
mRNA 翻译 的 延伸 和 终止 受到 某 种 方式 的 抑制 。 若 
lind miRNA 确实 同 lin14 mRNA 的 3'-UTR 目标 
区 域 结 合 ， 它 所 处 的 位 置 刚好 可 以 干扰 mRNA 翻译 
终止 。 这 样 一 来 ，lin4 miRNA 和 lin14 mRNA 应 
同时 出 现在 多 聚 核 精 体 中 。 

为 验证 这 一 假说 ，Olsen 等 利用 蔗糖 浓度 梯度 
超速 离心 纯化 Ll 和 L2 RBA, Sct RNase 
保护 实验 (第 5 章 ) 检测 复合 物 是 否 存在 lim4 
miRNA 和 iir14 mRNA， 结 果 如 图 16.43 Bras. TR 
部 的 曲线 图 中 ,靠近 右边 的 驼峰 状 曲线 含有 快速 沉 
淀 的 多 聚 核糖 体 。 
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图 16. 43 下 面 的 电泳 图 表示 RNase 保护 实验 的 
结果 ， 中 间 的 两 个 泳 道 同 样 含有 多 聚 核糖 体 。 从 图 
16.43 中 可 以 看 到 ，L1 和 L2 两 发 育 时 期 出 现 的 多 
聚 核糖 体 几乎 相同 ， 同 时 它们 几乎 含有 等 量 的 Llim4 
miRNA (中 图 所 示 ) 和 Lin14 mRNA (最 底部 图 所 
示 )， 可 能 由 于 两 个 RNA 互补 配对 所 致 。 

这 些 结果 出 现 了 难以 解释 的 问题 ，zizr4 miRNA 
和 Lim14 mRNA 被 发 现 共同 存在 于 多 聚 核糖 体 中 ， 
表明 它们 碱 基 互 补 配对 在 一 起 。 但 Ll 和 L2 时 期 多 
聚 核糖 体 出 现 的 曲线 图 看 起 来 是 一 样 的 。 若 miRNA 
完全 或 几乎 完全 阻 断 翻译 延伸 ， 较 少 的 核糖 体 结合 
到 mRNA 上 ， 多 聚 核糖 体 的 会 变 轻 ， 峰 将 会 左 移 。 
然而 没有 观察 到 峰 的 左 移 现 象 。 另 一 方面 ， 若 miR- 
NA 对 翻译 延伸 实施 了 较为 缓和 的 抑制 或 miRNA 阻 
断 了 翻译 的 终止 ， 则 多 珍 核 糖 体会 聚集 较 多 的 核糖 
体 ， 使 得 多 聚 核 精 体 峰 右 移 。 但 也 没有 发 现 峰 的 右 
移 的 现象 。 因 此 ，lir4 miRNA 并 不 是 通过 简单 地 
抑制 翻译 的 延伸 或 翻译 的 终止 来 限制 L2 时 期 iir14 
的 蛋白 质 浓度 。 可 以 想象 ，lim4 应 该 以 一 种 不 改变 
核糖 体 聚 集 的 方式 来 抑制 翻译 的 起 始 和 延伸 。 还 有 
可 能 是 ， 通 过 与 mRNA 的 3' 端 结合 ，lim4 捕获 新 
合成 的 LIN-14 蛋白 并 使 之 被 降解 掉 。 

2005 年 Amy Pasquinelli 等 的 报道 至 少 解释 了 该 
问题 中 关于 lind miRNA 活性 的 部 分 。 对 线虫 RNA 
进行 Northen 杂交 ， 研 究 人 员 发 现 lied (和 lir 
28) 的 mRNA 水 平 在 L2 中 下 降 为 原先 的 1/4 (图 
16. 44)。 这 些 数据 表明 ，mRNA 水 平 的 降低 依赖 于 
lined miRNA 存在 ， 最 多 仅 有 少许 的 mRNA 水 平 的 
下 降 发 生 在 lind e912 突变 体 中 。 因 此 ，lizr4 通过 
不 止 一 种 机 制 实现 它 的 调控 功能 。 

尽管 我 们 还 不 能 精细 地 了 解 类 似 lind 产物 的 
miRNA 是 如 何 抑制 翻译 的 ， 甚 至 不 知道 它们 是 否 主 
要 靠 抑制 翻译 来 发 挥 作用 ， 但 我 们 知道 miRNA 在 
动 植物 基因 的 表达 调控 中 发 挥 着 至 关 重 要 的 作用 。 
在 大 多 数 动 植物 中 都 含有 上 百 个 miRNA， 每 个 
miRNA 都 可 能 控制 许多 其 他 基因 的 表达 。miRNA 
基因 的 突变 会 对 生物 体 产生 巨大 的 影响 ， 尤 其 对 生 
长 发 育 ， 这 一 事实 说 明 miRNA 是 多 么 的 重要 。 至 
少 在 动物 中 ， 小 RNA 同 目标 基因 的 碱 基 互 补 程度 
而 不 是 小 RNA 的 起 源 ， 决 定 着 沉默 发 生 的 类 型 。 
若 碱 基 完全 配对 ， 则 mRNA 趋向 于 被 降解 ， 即 使 该 
小 RNA 是 miRNA 而 不 是 siRNA。 若 碱 基 不 完全 配 
对 ， 趋 向 于 阻 断 mRNA 的 翻译 ， 即 使 该 小 RNA 是 
siRNA 而 不 是 miRNA。miRNA 和 mRNA 完全 配对 
导致 mRNA 降解 的 好 例子 是 小 鼠 中 的 miR-196 和 
HOXB8 mRNA。 呈 乳 动 物 以 及 其 他 动物 都 拥有 成 簇 
的 同 源 异型 基因 ， 它 们 编码 具有 同 源 域 的 转录 因子 。 
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Et 
E 16.43 在 Ll 和 12 幼虫 时 期 lim4 miRNA 和 lir14 mRNA 都 结合 于 多 聚 核糖 体 。Olsen 和 Ambros 用 
蔗糖 浓度 梯度 超速 离心 的 方法 分 离线 虫 LI ( 左 ) 和 L2 A) 幼虫 时 期 的 多 聚 核糖 体 。 收 集 梯度 中 的 4 个 
区 段 成 分 ， 中 间 的 两 个 含有 多 聚 核糖 体 ， 用 这 些 成 分 中 的 RNA 同 来 自 lind 和 Lin-14 的 RNA 探 针 进 行 杂 
交 。 用 RNase 处 理 杂交 后 产物 ，PAGE 凝 胶 电 泳 被 保护 的 探 针 。 利 用 linet 和 Lin-14 探 针 所 产生 的 结果 分 
别 表示 在 中 图 和 下 图 中 。 多 条 带 表示 被 保护 的 仅 差 一 个 核 苷 酸 的 探 针 ， 可 能 是 由 于 杂交 链 末 端的 核 苷 酸 
被 RNase 一 个 一 个 地 前 去 所 致 .(Source: Developmental Biology, Volume 216, Philip H. Olsen and Vic- 
tor Ambros, “The Lim4 Regulatory RNA Controls Developmental Timing in Caenorhabditis elegans by Bloc- 
king LIN-14 Protein Synthesis after the Initiation of Translation. ” fig. 8, pp. 671-680, Copyright 1999, 
with permission from Elsevier. ) 


图 16. 44 ”线虫 发 育 时 期 各 mRNA 的 浓度 。Pasquinelli 和 
他 的 同事 用 来 自 线虫 不 同 发 育 时 期 的 RNA 制备 Northern 
杂交 膜 ， 所 选 时 期 如 图 顶端 所 示 : 饥饿 LI1，4h L1 A L2 
时 期 。 用 Lim14mRNA 和 lin28 mRNA 探 针 杂交 制备 的 
膜 ， 同时 用 eft2 mRNA 探 针 作对 照 ， 已 知 该 mRNA 不 
受 lind 的 影响 。 野 生 型 细胞 中 ，lir14 mRNA 和 lin28 
mRNA 的 浓度 在 Ll 和 L2 之 间 的 差异 很 大 ， 而 在 lind 
(e912) 细胞 中 差异 不 大 。 (Source: Reprinted from Cell, 
Vol 122, Shveta Bagga, John Bracht, Shaun Hunter, Kat- 
lin Massirer, Janette Holtz, Rachel Eachus, and Amy 
E. Pasquinelli, “Regulation by let-7 and Zim4 miRNAs Re- 
sults in Target mRNA Degradation,” pp. 553-563, fig. 62, 
Copyright 2005, with permission from Elsevier. ) 
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这 些 转录 因子 在 胚胎 发 育 中 发 挥 着 至 关 重 要 的 作 
用 。 在 HOX 基因 簇 中 存在 一 些 编码 miRNA 的 基 
因 ， 产 生 的 miRNA 可 以 下 调 HOX (ARREA, 
homeobox) 基因 的 表达 。miR-196 是 其 中 的 一 个 
miRNA, 除 一 个 GU 播 摆 配 对 外 ， 它 可 以 同 
HOXB8 mRNA 完全 互补 配对 。2004 年 ，David 
Bartel 等 运用 RACE 技术 检测 HOXB8 mRNA 的 5 
端 ， 该 mRNA 同 miR-196 互补 配对 的 区 域 发 生 了 
剪 切 。 鉴 于 小 鼠 的 miR-196 出 现在 15 ~ 17d 的 胚 
中 ,他 们 观察 了 这 一 时 期 的 mRNA 片段 。RACE 
实验 获得 了 8 个 克隆 ， 它 们 同 剪 切 后 的 HOXB8 
mRNA 相对 应 。 其 中 7 个 克隆 的 末端 处 于 同 miR- 
196 碱 基 配 对 的 区 域 。 

这 些 结果 表明 ，miRNA 对 mRNA 的 剪 切 发 生 
在 两 个 RNA 互补 配对 的 区 域内 。 为 验证 这 一 假说 ， 
Bartel 等 将 miR-196 的 互补 序列 融合 到 一 个 萤火虫 
萤 光 素 酶 基因 中 ， 用 该 基因 转 染 HeLa 细胞 ， 同 时 
分 别 共 转 染 miR-196 和 无 关 的 miRNA。 然 后 他 们 利 
FA RACE 技术 检测 报告 基因 mRNA 的 剪 切 情况 。 
BR miR-196 而 不 是 无 关 的 miRNA， 导 致 了 萤 光 素 
酶 mRNA 的 剪 切 。 可见， 若 畏 乳 动物 的 miRNA 可 
以 和 目标 基因 完全 配对 或 几乎 完全 配对 ， 它 们 就 可 
以 导致 目标 mRNA 的 降解 。 

注意 siRNA 和 miRNA 在 哺乳 动物 中 发 挥 作用 
的 3 个 重要 区 别 。 

1. siRNA 通过 诱导 目标 mRNA 的 降解 来 沉默 
基因 的 表达 ， 而 miRNA 更 倾向 于 干扰 目标 mRNA 
蛋白 质 产物 的 积累 来 沉默 基因 的 表达 。 但 是 ， 如 果 
动物 miRNA 同 目标 mRNA 完全 互补 配对 或 几乎 完 
全 互补 配对 时 ，miRNA 能 够 导致 目标 mRNA 的 
降解 。 

2. siRNA 由 Dicer 酶 加 工 dsRNA 所 形成 ， 该 
dsRNA 中 至 少 有 一 条 链 是 外 源 的 或 来 自转 座 子 。 另 
一 方面 ，miRNA 由 Dicer 酶 加 工具 有 葵 环 结构 的 
RNA 的 双 链 部 分 所 形成 ， 而 该 葵 环 RNA 是 正常 的 
细胞 产物 。 

3. siRNA 同 目标 mRNA 完全 互补 配对 ， 而 
miRNA 往往 同 其 目标 mRNA 不 完全 互补 配对 。 

两 类 小 RNA (miRNA 和 siRNA) 所 引起 的 基 
因 沉 默 都 依赖 于 一 个 RISC 复合 体 。 在 果 蝇 中 存在 
两 个 Dicer 酶 (Dicerl 和 Dicer2) 和 两 个 RISC， 即 
siRISC 和 miRISC， 但 并 不 是 简单 的 一 一 对 应 关系 。 
siRNA 引起 的 沉默 需要 siRISC 和 两 个 Dicer， 而 
Dicer2 在 产生 siRNA 方面 更 加 重要 。miRNA 引起 
的 沉默 需要 miRISC， 而 miRNA 的 产生 仅 需 要 Dic- 
erl 。 然 而 这 一 分 工 不 是 普遍 存在 的 机 制 ， 因 为 其 他 
生物 包括 醇 母 和 哺乳 动物 仅仅 含有 一 个 RISC。 尽 管 
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它们 的 作用 机 制 非常 复杂 ,但 越 来 越 清楚 的 是 ， 
siRNA 和 miRNA 介 导 mRNA 降解 的 基本 机 制 即使 
不 相同 也 是 非常 相似 的 。 它 们 都 需要 Dicer 酶 产生 
双 链 的 siRNA 和 miRNA， 这 些 双 链 RNA 中 一 个 单 
链 RNA 同 含有 Argonaute 的 RISC 相 结合 。 单 链 
siRNA 或 miRNA 吸引 与 之 互补 的 mRNA， 继 而 该 
mRNA 被 RISC 降解 。 

重点 强调 的 是 ， 并 不 是 所 有 的 动物 miRNA 都 
在 翻译 水 平 起 作 用 。 它 们 也 可 以 通过 降低 mRNA 的 
稳定 性 来 降低 mRNA 的 浓度 。 我 们 已 经 看 到 过 两 个 
例子 , 包括 Lim4 ， 这 个 在 miRNA 家 族 中 首先 发 现 
的 成 员 ， 它 既 可 以 降低 mRNA 的 浓度 也 可 以 抑制 
mRNA 的 翻译 。 在 第 24 章 我 们 将 学 到 ， 用 两 个 
miRNA 中 的 任何 一 个 转 染 Hela 细胞 将 导致 约 100 
个 mRNA 水 平 的 降低 。 事 实 上 ， 在 脑 中 正常 表达 的 
miRNA 使 得 HeLa 细胞 的 mRNA 表达 谱 类 似 于 脑 
中 的 mRNA 表达 谱 。 另 一 在 肌肉 中 正常 表达 的 
miRNA 使 得 HeLa 细胞 mRNA 的 表达 谱 同 肌肉 的 
mRNA 表达 谱 十 分 相近 。 此 外 ， 不 稳定 的 mRNA 
的 3-UTR 含有 的 序列 同 各 miRNA 的 5 端 序列 互 
补 。 因 此 ，miRNA 与 目标 mRNA 的 碱 基 互 补 配对 
对 mRNA 的 稳定 性 至 关 重要 。 事 实 上 每 个 miRNA 
分 子 可 以 直接 或 间接 地 影响 近 100 个 mRNA 分 子 的 
表达 水 平 ， 同 时 也 表明 miRNA 在 调控 动物 
表达 方面 发 挥 着 十 分 广泛 的 作用 ， 其 重要 性 可 与 蛋 
白质 转录 因子 相 娘 美 。 

miRNA 的 发 现 以 及 其 在 降解 mRNA 方面 的 功 
能 有 利于 阐明 富 含 AU 元 件 (AU-Rich Elements, 
ARE) 的 作用 ， 早 在 1986 年 人 们 就 发 现 ARE 元 件 
位 于 一 些 不 稳定 mRNA 的 3'-UTR。2005 年 ，Ji- 
ahua Han 等 报道 了 果 蝇 肿瘤 坏死 因 于 (NEF) a 
mRNA 的 不 稳定 性 主要 受 Dicer1、Agol 和 Ago2 的 
调控 ， 而 这 些 蛋白 质 都 参与 miRNA 介 导 的 mRNA 
降解 。 他 们 继续 研究 表明 ， 人 类 含 ARE 元 件 mRNA 
的 稳定 性 也 受到 Dicer 的 调控 。 此外， 一 个 特异 的 
miRNA (mi-R16) 同 ARE (AAUAUUUA) 碱 基 
互补 , 而 ARE 又 是 mRNA 去 稳定 性 所 必需 的 。 

与 动物 中 的 翻译 阻 断 模式 相 比 ,植物 中 的 
miRNA 通 过 与 目标 基因 完全 配对 导致 这 些 mRNA 
的 降解 进而 沉默 目标 基因 的 表达 。 例 如 ，James 
Carrington % (2002) 发 现 一 个 2lnt 的 miRNA 
(miRNA39) 在 芥 类 植物 拟 南 闪 的 开花 组 织 中 大 量 
积累 ， 它 可 以 同 SCL 转录 因子 家 族 的 一 些 成 员 的 
mRNA 碱 基 互 补 ， 互 补 配对 发 生 在 mRNA 的 中 间 
区 段 。 碱 基 互 补 的 结果 导致 mRNA 的 断裂 ， 断 裂 发 
生 在 同 miRNA 互补 的 区 域 。 在 叶 和 茎 组 织 中 
miRNA39 的 积累 较 少 ， 没 有 检测 到 SCL mRNA 的 


降解 。 

为 阐明 miRNA 介 导 的 mRNA BEM, Carrington 
等 将 编码 miRNA39 前 体 的 基因 导入 叶片 组 织 。 检 
测 到 高 水 平 的 miRNA39， 说 明 叶 组 织 中 含有 Dicer 
样 酶 ， 能 将 其 前 体 加 工 成 成 熟 的 miRNA。 更 重要 的 
是 ， 他 们 发 现在 表达 miRNA39 的 叶 组 织 中 SCL 
mRNA 被 剪 切 成 较 小 的 无 活性 产物 。 

另 一 方面 , 一些 植 物 miRNA 虽然 能 够 同 目标 
mRNA 进行 较 好 地 碱 基 互补 配对 ， 但 它们 主要 通过 
抑制 翻译 来 沉默 基因 的 表达 。Xuemei Chen 在 2004 
年 提供 了 一 个 很 好 的 例证 ， 拟 南 芥 的 miRNA172 JL 
平 可 以 同 来 自 花序 同 源 异 型 基因 APETALA2 的 
mRNA 进行 完全 碱 基 互 补 配对 ， 但 它 是 通过 阻 断 翻 
译 来 沉默 目标 基因 的 表达 而 不 是 通过 mRNA 的 降 


解 。 因 此 ， 无 论 同 目标 mRNA 碱 基 互 补 的 程度 如 
何 ， 植 物 miRNA 既 可 以 通过 mRNA 的 降解 也 可 以 
通过 翻译 的 阻 断 来 沉默 基因 的 表达 。 

图 16. 45 总 结 了 当 碱 基 不 完全 互补 时 miRNA 
的 作用 方式 (动物 中 的 典型 方式 ) 和 当 完全 配对 时 
miRNA 的 作用 方式 (植物 中 的 典型 方式 ， 动 物 中 有 
时 也 发 生 )。 前 一 种 作用 方式 中 ， 蛋 白质 的 翻译 至 少 
使 蛋白 质 产物 的 出 现 受到 阻 断 。 后 一 种 作用 方式 ， 
mRNA 被 切割 降解 。 然 而 ， 在 我 们 的 脑海 中 应 保持 
一 种 这 样 的 认识 ， 即 这 些 标准 途径 都 有 例外 。 动 物 
miRNA 虽 不 能 与 目标 mRNA 碱 基 完 全 互补 但 可 以 
导致 目标 mRNA 的 降解 ， 同 样 ， 植 物 miRNA 虽 能 
够 同 目标 mRNA 碱 基 完 全 互补 但 仍 可 以 阻 断 目标 基 
因 翻 译 的 进行 。 
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图 16.45 miRNA 介 导 基因 沉默 的 两 种 途径 。 


(a) SHG miRNA 前 体 被 Dicer 切割 


产生 21nt KAY miRNA; (b) 如 果 miRNA 与 目标 基因 的 3-UTR 不 完全 配对 ， 这 种 情 
况 经 常 发 生 在 动物 中 ， 那 么 miRNA 将 导致 目标 基因 翻译 受阻 ， 至 少 是 影响 蛋白 质 的 积 
B (c); (d) 如 果 miRNA 与 目标 基因 的 3-UTR 完全 配对 或 几乎 完全 配对 ， 这 种 情况 常 
发 生 在 植物 中 ， 动 物 中 有 时 也 会 发 生 ， 那 么 miRNA 将 会 引起 目标 mRNA 的 降解 Ce). 


小 结 microRNA 是 18~25nt 长 度 的 RNA, 
它们 来 自 含有 茎 环 结构 的 细胞 内 RNA, miRNA 
形成 的 最 后 一 步 是 ，Dicer 酶 切割 前 体 RNA 的 双 
链 葵 部 形成 双 链 形式 的 miRNA。 其 中 的 一 条 单 
链 miRNA 同 RISC 中 的 Argonaute 蛋白 结合 ， 通 
过 与 目标 基因 mRNA 碱 基 配 对 的 方式 来 控制 其 他 
基因 的 表达 。 动物 miRNA 倾向 于 同 目标 mRNA 


的 3-UTR 发 生 不 完全 碱 基 配 对 ， 进 而 抑制 目标 
mRNA 蛋白 质 的 积累 然而， 动物 miRNA FE 
标 mRNA 的 完全 或 不 完全 碱 基 配 对 也 可 能 导致 
mRNA 的 降解 。 植物 miRNA 则 倾向 于 同 目标 
mRNA 发 生 完全 或 几乎 完全 的 碱 基 配 对 ， 导 致 目 
标 mRNA 的 绕 解 ， 尽 管 也 存在 阻 断 翻译 的 方式 。 
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总 结 


核糖 体 RNA 在 真 核 细胞 的 细胞 核 中 以 前 体 的 
形式 合成 ， 它 必须 要 经 过 进一步 加 工 ， 才 能 产生 成 
熟 的 rRNA。 尽 管 不 同 生物 中 成 熟 的 RNA 大 小 不 
同 ,但 是 在 所 有 的 真 核 生 物 中 前 体 RNA 的 顺序 为 
18S、5.8S、28S。 在 人 类 细胞 中 ,核糖 体 RNA 前 
体 大 小 为 45S， 它 可 进一步 加 工 为 41S、32S、20S 
中 间 产 物 。 在 加 工 过 程 中 ， 小 核 仁 RNA 发 挥 了 至 
关 重要 的 作用 。 

tRNA 前 体 的 5 端 多 余 的 碱 基 可 由 内 切 核酸 酶 
RNase P 剪 切 掉 。 来 自 细菌 和 真 核 生 物 细胞 核 的 
RNase P 有 一 个 具有 催化 能 力 的 亚 基 ， 被 称 为 Ml 
RNA 亚 基 。 而 菠菜 线粒体 的 RNase P 缺少 这 种 亚 
aE, tRNA 前 体 3 端 大 多 数 多 余 的 碱 基 由 RNaseII 
和 多 聚 核 苷 酸 磷酸 化 酶 共同 催化 剪 切 掉 ， 只 留 下 十 2 
和 十 1 处 的 两 个 碱 基 ， 它 们 由 RNase PH 和 RNase T 
去 除 掉 ， 在 这 期 间 ，RNase T 起 主要 作用 。 

锥 虫 的 mRNA 在 一 个 前 导 外 显 子 和 其 他 任意 一 
个 独立 的 外 显 子 之 间 通 过 反 式 剪 切 的 方式 合成 。 

锥 虫 线粒体 〈 动 基体 ) 编码 的 不 完全 mRNA 在 
翻译 前 必须 经 过 编辑 。 编 辑 通常 在 一 系列 引导 RNA 
作用 下 沿 着 3' 一 5 的 方向 进行 。 这 些 gRNA 与 待 编 
辑 的 mRNA 杂交 ， 并 提供 A 和 G fe WBA mRNA 
HEA U 的 模板 。 有 时 gRNA 丢失 的 ARGH 
mRNA 中 的 U 配对 的 ， 在 这 种 情况 下 ，mRNA 的 
TU 将 被 切除 。 切 除 U 的 机 制 如 下 ，Q@ 在 切除 U 处 前 
切 前 体 mRNA; @ 在 外 切 核酸 酶 的 作用 下 切除 U; 
@ 将 前 体 MRNA 被 切断 的 两 个 片段 连接 起 来 。 而 前 
体 mRNA 添加 U 的 机 制 在 第 一 步 和 最 后 一 步 与 切 
除 U 的 机 制 一 致 ， 只 不 过 中 间 一 步 是 在 TUTase 的 
催化 下 添加 U。 

在 高 等 真 核 生 物 中 ， 包 括 果 蜗 和 哺乳 动物 的 
mRNA 中 ， 一 些 腺 苷 酸 为 了 翻译 成 正确 的 蛋白 质 必 
MERR ERKA. MRNA 这 种 编辑 是 由 作 
用 于 RNA bh BRAT ERIBLAR TE MBSE (adenosine deam- 
inase active on RNA, ADAR). 5p, — 4 inë ge 
为 了 正确 编码 也 必须 脱 腺 苷 。 

基因 转录 后 调控 的 普遍 方式 是 通过 mRNA 稳定 
性 来 调控 。 例 如 ， 当 哺乳 动物 的 乳腺 组 织 受 到 催乳 
素 的 刺激 时 ， 酷 蛋白 的 合成 大 幅度 提高 。 然 而 ， 酷 
蛋白 的 大 幅度 提高 不 是 酷 蛋 白 基因 转录 速度 的 提高 
所 引起 的 ， 而 是 由 酷 蛋 白 mRNA 的 半衰期 的 延长 引 
起 的 。 

另 一 个 对 mRNA 稳定 性 研究 比较 透彻 的 例子 
是 铁 离子 转运 蛋白 受 体 的 mRNA。 当 细胞 有 足够 
的 铁 离子 时 ， 铁 离子 转运 蛋白 受 体 数 量 下 降 以 避 
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免 细 胞 内 积累 过 量 的 铁 离 子 。 相 反 ， 当 细胞 缺乏 
铁 离 子 时 ， 铁 离子 转运 蛋白 受 体 数 量 上 升 ， 以 转 
运 尽 可 能 多 的 铁 离子 进入 细胞 。 铁 离子 转运 蛋白 
Zik (Ti 基因 的 表达 通过 调控 mRNA 的 稳定 
性 来 控制 ， 其 机 制 如 下 ; Tfr mRNA 的 3'-UTR 
区 包括 有 5 个 被 称 为 铁 离 子 应 答 元 件 〈IRE) 的 
茎 环 结构 。 删 除 相 连 的 两 个 或 多 个 IRE 会 导致 细 


- 胞 丧失 对 铁 离 子 的 应 答 能 力 。3'-UTR 区 的 IRE A 


和 IRE E， 以 及 它们 中 间 的 大 环 结构 可 以 被 删除 
而 不 会 改变 细胞 对 铁 离子 的 应 答 能 力 。 然 而 ， 切 
除 所 有 IRE 或 者 两 个 非 IRE 的 茎 环 结构 的 任意 一 
个 都 会 导致 TfR mRNA 组 成 性 稳定 ， 从 而 也 破坏 
了 快速 转换 决定 元 件 。 因此， 每 一 个 非 了 FE 的 茎 
环 和 至 少 IRE B~IRE D 中 的 一 个 结构 都 是 快速 
转换 决定 元 件 的 一 部 分 。 当 铁 离 子 浓度 高 时 ， 
TAR mRNA 迅速 降解 ， 而 当 铁 离子 浓度 低 时 ， 
TAR mRNA 缓慢 降解 。mRNA 的 稳定 性 上 的 差异 
大 约 为 20 倍 左右 。 测 定 TAR mRNA 积累 速率 的 
差异 比 在 铁 离 子 浓度 高 或 低 时 TIR mRNA 合成 的 
差异 〈 大 约 为 2 倍 ) 更 加 重要 。 没 有 快速 转换 决 
定 元 件 的 TRS-3 mRNA 在 稳定 性 上 为 组 成 型 ( 即 
在 铁 离子 浓度 高 或 低 时 其 稳定 性 不 发 生变 化 )。 
而 不 能 结合 IRE- 结 合 蛋 白 的 TRS-4 mRNA 无 论 什 
么 铁 离子 浓度 条 件 下 都 不 稳定 。TIR mRNA 降解 
的 起 始 似乎 是 一 个 内 切 核酸 酶 从 mRNA 的 IRE K 
域 离 其 3 端 大 约 1000bp 处 的 切割 。 这 种 切割 反 
应 不 需要 MRNA 事先 脱 腺 苷 。 

铁 离子 浓度 高 时 转 铁 蛋 白 受 体 TAR 的 浓度 就 
会 降低 ， 并 且 TIR 浓度 的 降低 主要 归 因 于 TIR 
mRNA 稳定 性 的 降低 。 对 铁 离 子 的 应 答 主 要 依赖 
于 mRNA 的 3'-UTR， 它 包含 5 个 称 为 IRE WS 
环 结构 。 

细胞 存在 dsRNA 时 会 发 生 RNAi， 这 些 dsRNA 
可 能 来 自 病毒 、 转 座 子 或 转基因 (或 者 实验 加 入 的 
dsRNA)。 这 个 可 以 触发 RNAi 的 dsRNA 被 降解 成 
大 小 为 21 一 23nt 的 片段 〈siRNA)， 由 一 个 类 似 
RNase II 的 Dicer 酶 完成 这 -- 过 程 。 双 链 siRNA 和 
Dicer 以 及 Dicer 相关 蛋白 R2D2 组 成 一 个 复合 体 B。 
复合 体 B 将 siRNA 传递 给 RISC 装载 复合 体 
(RLC), RLC 可 能 将 双 链 siRNA 分 成 两 个 单 链 
siRNA， 同 时 把 引导 链 转 运 给 RNA 诱导 沉默 复合 体 
(RISC), RISC 含有 称 为 Argonaute2 (Ago2) 的 蛋 
白质 。 在 Ago2 PIWI 结构 域 的 活性 位 点 ，siRNA 的 
引导 链 同 目标 mRNA 碱 基 互 补 配 对 ， 其 中 PIWI 结 
构 域 是 一 个 类 似 于 RNase H 的 酶 ， 也 被 称 为 Slicer。 
Slicer 在 目标 基因 同 siRNA 互补 配对 的 区 域 中 间 切 
Bi mRNA. 在 一 个 依赖 于 ATP 的 步骤 中 ， 被 切割 


的 mRNA 从 RISC 上 释放 出 来 ， 以 便 接受 一 个 新 的 
待 降解 mRNA, 在 RNAI MBP, RX siRNA 杂交 
到 目标 mRNA 上 ， 在 依赖 于 RNA 的 RNA RAN 
的 作用 下 ， 扩 增 得 到 反 义 RNA 全 长 。 这 些 dsRNA 
被 Dicer 消化 剪 切 成 新 的 siRNA 片段 ， 进 而 实现 
siRNA 的 扩 增 。 

酵母 着 丝 粒 和 沉默 结合 型 区 域 以 及 其 他 物种 中 
的 异 染色 质 化 都 涉及 RNAi 体系 。 在 裂 殖 酵母 着 丝 
粒 的 最 外 面 区 域 无 义 链 发 生 转 录 。 偶 尔 发 生 的 正 向 
转录 或 由 RdRP 所 形成 的 正 向 转录 物 同 反 向 转录 物 
碱 基 配 对 ， 触 发 RNAi， 继 而 募集 组 蛋白 甲 基 转移 
酶 ， 组 蛋白 甲 基 转移 酶 使 组 蛋白 H3 第 九 位 点 赖 氨 
酸 发 生 甲 基 化 ， 发 生 甲 基 化 组 蛋白 H3 募集 Swi6 而 
导致 异 染 色 质 化 的 产生 。 在 植物 和 哺乳 动物 中 ， 这 
一 过 程 同 DNA 的 甲 基 化 相伴 而 行 ，DNA 甲 基 化 同 
样 可 以 募集 异 染 色 质 化 体系 。 哺 乳 动物 中 的 单个 基 
因 可 以 被 RNAi 所 沉默 ，RNAi 的 目标 区 域 在 基因 
调控 区 而 不 是 编码 区 。 这 一 沉默 过 程 涉及 DNA 的 
甲 基 化 而 不 是 对 mRNA 的 降解 破坏 。 

microRNA 是 18 一 25nt 长 度 的 RNA， 它 们 来 自 
含有 茎 环 结构 的 细胞 内 RNA. miRNA 形成 的 最 后 
一 步 是 ，Dicer 酶 切割 前 体 RNA 的 双 链 茎 部 分 形成 
双 链 形式 的 miRNA。 其 中 的 一 条 单 链 miRNA 同 
RISC 中 的 Argonaute 蛋白 结合 通过 与 目标 基因 mR- 
NA 碱 基 配 对 的 方式 来 控制 其 他 基因 的 表达 。 动 物 
miRNA 倾向 于 同 目标 mRNA 的 3-UTR 发 生 不 完 
全 碱 基 配 对 进而 抑制 目标 MRNA 蛋白 质 的 积累 。 然 
而 ,动物 miRNA 同 目标 mRNA 的 完全 或 不 完全 碱 
基 配 对 也 可 能 导致 mRNA 的 降解 。 植 物 miRNA 则 
倾向 于 同 目标 mRNA 发 生 完全 或 几乎 完全 的 碱 基 配 
对 ， 导 致 目标 mRNA 的 裂解 ， 尽 管 也 存在 阻 断 翻译 
的 方式 。 
复习 题 

1. 绘 出 哺乳 动物 rRNA 前 体 的 结构 ， 并 标注 所 
有 3 个 成 熟 rRNA 的 位 置 。 

2. RNase P 的 功能 是 什么 ， 该 酶 的 独特 性 是 
什么 ? 

3. 并 述 顺 式 剪接 和 反 式 剪接 的 区 别 。 

4. 设计 实验 证 明 锥 体 虫 的 前 体 RNA 剪接 过 程 
中 存在 Y 形 的 中 间 体 ， 并 措 述 该 实验 的 结果 。 试 述 
该 结果 如 何 同 反 式 剪接 相 一 致 而 不 是 顺 式 剪接 ? 

5. 描述 RNA 编辑 的 概念 。 什 么 是 模糊 基因 或 
隐秘 基因 ? 

6. 设计 实验 证 明 动 基体 mRNA 的 编辑 是 按 3 一 
5 方向 进行 的 ， 试 述 该 实验 的 结果 。 

7. 根据 已 掌握 的 知识 画 出 RNA 编辑 的 模式 图 。 


该 过 程 涉及 哪些 酶 ? 

8. 试 述 指导 RNA (guide RNA) 存在 的 直接 
证 据 。 

9. 举例 证 明 鼠 GluR-B 转录 本 被 ADAR2 编辑 
是 必要 的 ， 且 该 转录 本 是 ADAR? 唯一 重要 的 目标 
分 子 。 

10. 设计 实验 证 明 催乳 素 主要 在 转录 后 水 平 上 
调控 酷 蛋 白 基因 的 表达 ， 描 述 该 实验 的 结果 。 

11. 哺乳 动物 细胞 中 同 维持 铁 离子 稳 态 最 直接 
相关 的 两 个 蛋白 质 是 什么 ? 它们 的 表达 水 平 是 如 何 
随 着 铁 离 子 的 浓度 改变 而 发 生 改变 的 ? 

12. 我 们 如 何 得 知 存在 一 个 蛋白 质 同 转 铁 蛋 白 
受 体 mRNA 的 铁 离子 应 答 元 件 结合 ? 

13. 请 描述 当 转 铁 蛋 白 铁 离子 应 答 元 件 发 生 突 
变 后， 产生 了 不 能 与 铁 离子 发 生 应 答 的 稳定 MRNA 
和 不 能 与 铁 离子 发 生 应 答 并 且 不 稳定 的 mRNA 的 实 
验 结果 。 并 用 快速 翻转 决定 因子 和 IRE 结合 同 
mRNA 的 相互 作用 来 解释 这 一 结果 。 

14. 设计 实验 证 明 铁 离子 应 答 确实 依赖 于 的 
TAR mRNA 不 稳定 性 。 

15. 提供 一 个 模型 来 说 明 TIR mRNA 的 稳定 性 
涉及 顺 乌 头 酸 酶 。 

16. 什么 证 据 表明 RNA 干扰 依赖 于 mRNA 的 
降解 。 

17. 提供 一 个 模型 来 阐述 RNA 干扰 的 机 制 。 

18. 设计 实验 证 明 Argonaute? 具有 切割 (sli- 
cer) 活性 。 

19. 在 RISC 形成 过 程 中 ，R2D2 的 作用 是 什么 ? 
如 果 不 存 在 R2D2 将 会 怎样? 

20. 提供 一 个 模型 说 明 裂 殖 酵 母 中 的 异 染 色 质 
化 涉及 RNAi 机制。 如 何 修改 这 一 模型 以 描述 哺乳 
动物 中 相应 的 情况 。 

21. 设计 一 个 实验 ,证 明 siRNA 直接 作用 于 基 
因 的 调控 区 域 并 能 导致 哺乳 动物 基因 由 于 涉及 DNA 
甲 基 化 酶 而 发 生 沉默 

22. 比较 siRNA 和 miRNA 产生 的 过 程 。 

23. 比较 哺乳 动物 中 siRNA 和 miRNA 典型 的 
作用 方式 。 

24. 哺乳 动物 中 典型 的 miRNA 同 目标 mRNA 
的 3-UTR 序列 如 果 完 全 或 几乎 完全 互补 配对 ， 活 
性 将 发 生 怎样 的 改变 ? 举例 说 明 。 


分 析 题 


1. 为 什么 dicer dsRNA 不 能 完全 阻 断 RNAI? 

2. 预测 下 列 突变 体 对 TIR mRNA 丰 度 造成 的 
影响 。 无 论 铁 离子 的 浓度 如 何 变化 ， 都 导致 TIR 
mRNA 处 于 高 水 平 还 是 导致 TfR mRNA 持续 处 于 
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Wok, 还 是 对 TAR mRNA 的 表达 丰 度 没有 3. 引用 实验 证 据 ， 论 述 线虫 中 lir4 miRNA 对 


影响 ? lin l4 基因 表达 的 影响 。 
a 阻 断 顺 乌 头 酸 酶 产生 的 突变 体 。 
b 抑制 顺 乌 头 酸 同 铁 离子 结合 的 突变 体 。 翻译 RTA RE UR AMA 


c. 抑制 顺 乌 头 酸 同 IRE 结合 的 突变 体 。 
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蛋白 质 翻译 机 制 I: 起 始 


tRNA 的 计算 机 模型 Copyright © Tripos Associates/ Peter Arnold, Inc. 


翻译 是 核糖 体 解读 mRNA 中 的 遗传 信息 并 按照 
信息 的 指导 合成 蛋白 质 的 过 程 。 因 此 ， 核 糖 体 是 蛋白 
质 合成 的 加 工厂 。tRNA 作为 一 个 适配器 (adaptor) 
起 着 同等 重要 的 作用 ， 它 在 一 端 结合 着 氨基 酸 ， 另 
一 端 与 mRNA 相互 作用 。 

我 们 可 以 将 翻译 过 程 分 为 3 个 阶段 ， 起 始 、 延 
伸 和 终止 。 在 起 始 阶段 ， 核 糖 体 结合 mRNA， 附 着 
到 匹配 tRNA 上 的 第 一 个 氨基 酸 也 结合 mRNA。 在 
延伸 阶段 ， 核 糖 体 每 次 将 一 个 氨基 酸 加 到 正在 延伸 
的 多 肽 链 上 。 在 终止 阶段 ， 核 糖 体 释放 mRNA RA 
成 的 多 肽 。 原 核 生物 和 真 核 生物 的 这 一 总 体 过 程 类 
似 , 但 有 明显 不 同 ， 尤 其 是 真 核 生物 的 翻译 起 始 格 
外 复杂 。 

本 章 涉及 原核 生物 和 真 核 生 物 翻 译 的 起 始 。 由 
于 这 两 个 系统 的 术语 不 同 ， 分 别 讨论 更 容易 一 些 。 
因此 ， 我 们 先 从 比较 简单 的 原核 生物 开始 ， 然 后 学 
习 比 较 复杂 的 真 核 生物 的 翻译 起 始 。 


17.1 细菌 中 翻译 的 起 始 


在 翻译 起 始 发 生 之 前 ， 必 须 具备 两 个 重要 前 提 。 
一 是 产生 氨 酰 -tRNA (aminoacyl-tRNA) (tRNA 上 
附着 有 相关 氨基 酸 ) 。 换 名 话说， 氨基 酸 必须 共 价 地 
结合 到 tRNA 上 ， 这 一 过 程 称 作 tRNA 负载 (tRNA 


charging), BJ tRNA 被 “负载 ”了 氨基 酸 。 另 一 个 
重要 前 提 是 核糖 体 解 离 为 两 个 亚 基 ， 这 是 必需 的 ， 
因为 细胞 要 将 起 始 复合 物 装配 到 小 亚 基 上 ， 两 个 亚 
基 必 须 分 离 才 能 使 装配 成 为 可 能 。 


tRNA 负载 


所 有 tRNA 的 3 端 都 有 相同 的 3 个 碱 基 
(CCA), ASHES TARE JE BRAY HELL AE 
过 其 羧基 与 URNA KIIRE AY 2' 或 3 -OH 间 的 酷 键 
附着 到 tRNA 上 ， 如 图 17. 1 所 示 。 负 载 分 两 步 发 生 
(图 17. 2)， 都 需要 氨 酰 -tRNA 合成 酶 催化 。 在 第 一 
步 反 应 〈1) 中 ,氨基 酸 利用 ATP 释放 的 能 量 被 活 
化 ; 反应 产物 是 氨 酰 -AMP， 焦 磷酸 盐 副 产物 只 是 
两 个 末端 磷酸 基 团 〈B- 和 y- 磷 酸 基 )， 是 AMP 形成 
过 程 中 ATP 所 失去 的 。 

O) KAR HATP— 氨 酰 -AMP 十 ABR ih 
(PPi) 

ATP (及 其 他 三 磷酸 核 苷 ) 中 磷酸 基 团 间 的 化 学 
键 是 高 能 键 ， 断 裂 时 释放 能 量 ， 被 储存 在 氨 酰 -AMP 
(aminoacy+AMP) 中 ， 这 就 是 为 什么 我 们 称 之 为 活化 
的 氨基 酸 (activated amino acid)。 在 加 载 的 第 二 步 反 
应 中 ， 氨 酰 -AMP 的 能 量 用 于 将 氨基 酸 转移 到 tRNA 
上 ， 形 成 氨 酰 -tRNA (aminoacyl-tRNA). 

(2) 氛 酰 -AMP + tRNA =K -RNA 十 AMP 

反应 (1) 和 (2) 的 总 和 是 : 

eane 


tRNA 链 一 0 一 P 一 0 一 CH。O、A 


图 17.1 tRNA 和 氨基 酸 之 间 的 连接 ”有些 氨 基 酸 开 
始 是 通过 酯 键 连 接 到 tRNA 末端 腺 苷 酸 的 3-OH 上 ， 
如 图 所 示 ， 但 有 些 则 结合 到 2-OH 上 。 无 论 如 何 ， 
氨基 酸 合 成 蛋白 质 之 前 ， 都 要 被 转移 到 3'-OH E. 


o o o 


f T 9 e 
HÑ -C-co0" + “0 -P -0 P-0-P-0-Che A 
ji 1 


(3) RRM+ATP 十 tRNA 气 栈 -IRNA + 
AMP 十 焦 磷 酸 盐 (PPi) 

与 其 他 酶 一 样 ， 氨 酰 -IRNA 合成 酶 (aminoacy|- 
tRNA synthetase) 起 双重 作用 ， 不 但 能 催化 形成 氨 
酰 -tRNA， 而 且 还 决定 反应 的 特异 性 。 自 然 界 只 有 
20 种 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ， 各 对 应 于 一 个 氨基 酸 ， 它 
们 非常 专 一， 几乎 总 能 将 某 个 氨基 酸 放 到 正确 的 
tRNA E. 这 种 特异 性 对 生命 至 关 重 要 ， 如 果 氨 酰 - 
tRNA 合成 酶 出 现 很 多 错误 ， 合 成 的 蛋白 质 中 将 包 
含 大 量 的 不 正确 氨基 酸 ， 就 不 能 形成 正确 的 功能 。 
在 第 19 章 将 介绍 该 合成 酶 是 如 何 正确 选择 tRNA 和 
氮 基 酸 的 。 
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图 0 氨 酸 -tRNA @ 0 "0.20: 
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图 17.2 氨 酰 -tRNA 合成 酶 。 反 应 (1): 氨 酰 -tRNA 合成 酶 将 氨基 酸 连接 到 来 自 ATP 的 AMP E, 形 
成 氨 栈 -AMP， 副 产物 是 焦 磷酸 盐 。 反 应 〈2)， 合成 酶 用 tRNA 取代 了 和 氨 酰 -AMP 中 的 AMP, ERA 
酰 -tRNA， 副 产物 是 AMP。 和 氨基 酸 加 在 tRNA 末端 的 腺 苷 3-OH E. 


小 结 氮 酰 -tRNA 合成 酶 将 氨基 酸 连接 到 它 
们 的 关连 tRNA 上 。 这 一 过 程 通过 非常 特异 的 两 
步 反 应 完成 ， 该 反应 从 ATP 衍生 的 AMP 活 化 氨 
基 酸 开始 。 


核糖 体 的 解 离 


我 们 知道 核糖 体 由 两 个 亚 基 组 成 。 例 如 ， 
E. coliti 70S 核糖 体 ， 包 含 一 个 30S 和 一 个 50S 的 
亚 基 。 每 个 亚 基 有 1 或 2 个 rRNA 和 大 量 的 核糖 体 
蛋白 。30S 亚 基 结合 mRNA 和 tRNA 的 反 密 码 子 末 
端 ， 因 此 ， 它 是 核糖 体 的 解码 机 构 ， 阅 读 mRNA 的 
遗传 密码 并 与 正确 的 氨 酰 -tRNA 结合 。50S 亚 基 结 
合 负载 氨基 酸 的 tRNA 末端 ， 并 具有 肽 基 转 移 酶 活 
性 ， 使 氨基 酸 通过 肽 键 结合 到 一 起 。 
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稍 后 我 们 将 了 解 到 原核 与 真 核 细胞 都 在 核糖 体 
小 亚 基 上 建立 翻译 起 始 复合 物 。 这 意味 着 对 于 一 个 
新 的 起 始 复合 物 的 形成 来 说 ， 两 个 核糖 体 亚 基 经 过 
每 一 轮 的 翻译 后 必须 分 离 。 早 在 1968 年 ，Matthew 
Meselson 及 同事 通过 图 17. 3 所 示 的 实验 ， 提 供 了 核 
糖 体 解 离 的 直接 证 据 。 他 们 用 重 同位 素 *N、*C 和 和气 
标记 E. coli 核糖 体 ， 加 上 少量 的 H 作为 放射 性 示 
踪 物 。 这 样 标记 的 核糖 体 比 通常 生长 在 *N、*C 和 
了 培养 基 中 的 对 应 物 更 致密 (图 17. 4a)。 接 着 ， 研 
究 者 把 标记 的 重 核糖 体 放 在 普通 的 氮 、 碳 、 所 培养 
基 中 培养 。3. 5 代 以 后 ， 分 离 核糖 体 ， 蔗 糖 密度 梯 
度 离心 测定 其 质量 ， 以 “C 标记 轻 核糖 体 作 为 对 照 。 
图 17. 4b 为 实验 结果 。 正 如 所 预期 的 ， 他 们 观察 到 
了 重 放射 性 标记 的 核糖 体 亚 基 (38S 和 61S 而 不 是 标 


(a) 无 交换 : 


重 核糖 体 
(标记 的 ) 


(b) 亚 基 交 换 


杂 合 的 核糖 体 
交换 搭档 (标记 的 ) 

图 17.3 证 明 核 糖 体 亚 基 交 换 的 实验 方案 。Meselson 及 同事 在 N、C、H 的 重 同位 素 存在 时 培 
FE. coli 产生 重 核糖 体 〈 红 色 )， 并 加 入 少量 ; H 使 其 具有 放射 性 〈 星 号 ) 。 然 后 ， 将 带 有 标记 
的 、 重 核糖 体 细胞 转移 到 含有 普通 的 氮 、 碳 和 和 氢 的 轻 同位 素 培养 基 中 。(a) 没有 交换 。 如 果 没 
有 发 生 核糖 体 亚 基 交 换 ， 重 核糖 体 亚 基 就 保持 在 一 起 。 观 察 到 的 唯一 有 标记 的 核糖 体 是 重 的 。 
而 在 轻 培养 基 上 产生 的 轻 核糖 体 因为 没有 放射 性 而 检测 不 到 。(b) 亚 基 交 换 。 如 果 核 糖 体 解体 
为 50S 和 30S 亚 基 ， 重 亚 基 能 与 轻 亚 基 结 合 形成 杂 合 的 标记 核糖 体 。 


(a) (b) 
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图 17.4 核糖 体 亚 基 交 换 的 证 明 。 (a) 重 和 轻 核糖 体 的 沉降 特点 。 用 CH] 尿 喀 啶 标记 重 核糖 体 〈 图 
17, 3)， 轻 〈 普 通 ) 核糖 体 用 ("C) 尿 喀 喧 标记。 然后 将 这 些 核糖 体 进行 莽 糖 梯度 离心 ， 收 集 不 同 梯度 的 
沉淀 物 ， 液 体 闪烁 计数 检测 两 种 放射 性 同位 素 。 轻 核糖 体 和 亚 基 〈70S、50S 和 30S) 与 重 核糖 体 和 亚 基 
(86S, 61S 和 38S) 在 曲线 的 上 方 标 出 。 (b) 实验 结果 。 培 养 含 *H 标记 重 核糖 体 的 E. coli 细胞 ， 见 图 
(a)。 将 这 些 细胞 转移 到 普通 培养 基 中 培养 3. 5 代 ， 然 后 提取 核糖 体 ， 加 入 *C 标记 的 轻 核糖 体 作 为 对 照 ， 
将 混合 物 进行 蔗糖 梯度 超速 离心 ， 收 集 沉 淀 物 并 测定 放射 性 ， 见 图 (a) :*H 红色 ;“*C 蓝 色 。86S 重 核糖 
体 的 位 置 以 平行 梯度 中 离心 的 重 核糖 体 测定 .? H 标记 的 核糖 体 〈 最 左边 红色 峰 ) 是 杂 合 的 ， 在 轻 核糖 体 
(70S) 和 重 核糖 体 (865) ZUR. (Source: Adapted from Kaempfer, R.O.R., M. Meselson, and 
H. J. Raskas, Cyclic dissociation into stable subunits and reformation of ribosomes ’during bacterial growth, 
Journal of Molecular Biology 31; 277-89, 1968. ) 
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准 的 30S 和 50S)。 但 是 标记 的 全 核糖 体 的 沉降 系数 
介 于 标准 的 70S 和 两 个 都 是 重 亚 基 的 86S 之 间 。 这 
表明 发 生 了 亚 基 交换 。 重 核糖 体 解 离 成 亚 基 ， 又 结 
合 了 新 的 轻 亚 基 。 

在 氧化 多 梯度 离心 上 更 精确 地 显示 了 有 两 种 核 
糖 体 ， 一 是 重 的 大 亚 基 加 轻 的 小 亚 基 ， 另 一 种 是 轻 
的 大 亚 基 加 重 的 小 亚 基 ， 如 图 17. 3 所 预计 的 那样 。 
对 酵母 细胞 做 同样 实验 ， 也 得 到 了 同样 的 结果 。 所 
以 真 核 生物 核糖 体 也 在 完整 核糖 体 (80S) 和 亚 基 
(40S 和 60S) 之 间 循 环 。 

因为 生物 学 反应 很 少 是 自然 发 生 的 ， 可 以 预计 
E. coli 核糖 体 解 离 成 亚 基 需 要 有 外 界 因素 参与 。 实 
BRE, E.coli 有 3 个 起 始 因子 〈initiation fac- 
tor) 一 一 FI、IF2 和 IF3， 其 中 IF] 和 IF3 参与 核 
糖 体 解 离 。1966 年 ，Severo Ochoa 及 同事 用 盐 浓 度 
逐渐 增高 的 缓冲 液 洗 涤 核 糖 体 ， 分 离 到 起 始 因子 。 
用 0. 5 mol/L NaCl 分 离 出 IF1 和 IF2， 用 1.0 mol/L 
NaCl 分 离 到 IF3。1970 年 ，Ochoa 及 同事 用 蔗糖 梯 
度 离心 在 IF3 或 IF] 有 或 无 条 件 下 测定 核糖 体 和 核 
糖 体 亚 基 的 最 ， 图 17, 5 的 结果 证 明 高 度 纯化 的 IF3 
能 明显 引起 E. coli 70S 核糖 体 解 离 为 30S 和 50S 亚 
基 ， 但 是 IF1 却 不 能 ， 类 似 实验 表明 IF2 也 不 是 核 
糖 体 的 解 离 因子 。 

Steven Sabol 和 Ochoa 证 明 IF3 结合 到 30S 核糖 
体 颗粒 上 ， 但 是 当 30S 和 50S 亚 基 结合 形成 完整 核 
糖 体 时 它 就 不 再 结合 了 。 用 “S 标记 IF3， 然 后 以 不 
同 量 加 入 到 EE. coli MRE600 菌株 的 核糖 体 中 ， 该 菌 
株 在 一 定 条 件 下 有 罕见 高 浓度 游离 的 、 单 一 的 核糖 
体 。 通过 芯 糖 梯度 离心 分 离 核糖 体 和 亚 基 。 图 17.6 
的 结果 表明 ， 加 入 的 IF3 因子 越 多 ， 解 离 发 生得 越 
多 。 并且 标 记 的 IF3 专 一 性 地 与 30S 核糖 体 颗粒 结 
合 而 与 完整 核糖 体 不 结合 。 让 结合 了 标记 IF3 的 
30S 颗粒 与 50S 颗粒 结合 形成 核糖 体 ， 蔗 糖 梯度 离 
心 显 示 IF3 保持 附着 在 游离 的 30S 颗粒 上 ， 完 全 不 
在 完整 核糖 体 上 。 因 此 在 30S 颗粒 结合 到 核糖 体 之 
前 ，IF3 与 其 解 离 。 

以 上 实验 给 我 们 的 印象 是 IF3 活跃 地 促进 核糖 
体 的 解 离 ， 而 另外 两 个 因子 没有 发 挥 作用 。 但 事实 
却 不 是 如 此 ，IF1 实际 上 促进 解 离 ， 而 IF3 结合 到 游 
离 的 30S 亚 基 上 阻止 其 与 50S 亚 基 的 再 聚合 。 刚 才 
介绍 的 实验 没有 真正 地 测量 核糖 体 的 解 离 速率 ， 而 
是 测量 了 完整 核糖 体 与 核糖 体 亚 基 的 平衡 浓度 ， 这 
些 浓度 反映 了 解 离 与 结合 的 速率 。 

在 分 析 核 糖 体 自身 的 解 离 时 ，Markus Noll 和 
Hans Noll 发 现 ，3 个 起 始 因子 中 只 有 IF1 对 核糖 
体 亚 基 解 离 速 率 有 影响 ， 并 且 这 种 影响 是 温和 
的 ， 大 约 只 有 3 倍 。 这 些 发 现 与 图 17.7 所 示 过 
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图 17.5 IF3 在 核糖 体 解 离 中 的 作用 。Ochoa 及 
同事 将 已 coli 核 糖 体 和 下 列 因子 混合 ，(a) 没有 
因子 ，(b) 加 入 IF1, R Co) 加 入 IF3。 然 后 通 
过 蔗糖 梯度 超速 离心 从 核糖 体 亚 基 中 分 离 完 整 
的 核糖 体 。 通 过 测定 光 吸收 值 (Ar) 分 析 每 一 
组 沉淀 中 亚 基 的 浓度 ，RNA (包括 核糖 体 
RNA) 在 波长 254nm 时 的 光 吸收 值 最 大 。 只 有 
IF3 引起 明显 的 解体 。 (Source; Adapted from 
Sabol, S, M.A.G. Sillero, K. lwasaki, and 
S Ochoa, Purification and properties of initiation 
factor Fs. Nature 228: 1271, 1970. ) 


程 一 致 : IF1 激发 核糖 体 解 离 ，IF3 结合 到 游离 的 
30S 亚 基 上 阻止 它们 与 50S 亚 基 重 新 结合 再 形成 
核糖 体 。 这 种 对 亚 基 重新 结合 的 干扰 ， 对 核糖 体 
和 游离 亚 基 的 平衡 有 根本 的 影响 ， 有 利于 亚 基 的 
形成 。 

小 结 在 每 个 翻译 循环 的 末期 ， 上 . coli 核 糖 
栖 解 离 为 亚 基 。IFl 活跃 地 促进 这 种 解 离 : IF3 
结合 到 游离 的 30S 亚 基 上 阻止 它们 与 50S 亚 基 重 
新 结合 形成 完整 的 核糖 体 。 
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图 17.6 IF3 结合 到 30S 核糖 体 亚 基 。Sabol 和 Ochoa 将 E. coli MRE600 核糖 体 与 不 同 浓度 的 IF3 S 
标记 ) 混合 ， 然 后 将 核糖 体 进行 蔗糖 梯度 超速 离心 ， 测 量 每 一 部 分 核糖 体 和 亚 基 As) 及 IF3 (8S 放 
射 能 ) 的 浓度 。(a) 没有 加 入 IFS 的 核糖 体 和 亚 基 ( 蓝 色 )， 加 入 22 pmol IF3 (绿色 ),*S 标 记 IFS ( 红 
色 )。(b) 加 入 109 pmol IF3 的 核糖 体 和 亚 基 (绿色)，IF3 (红色 )。IF3 只 与 30S 亚 基 结 合 。 (Sources 
Adapted from Sabol, S. and S. Ochoa, Ribosomal binding of labeled initiation factor Fs. Nature New Bi- 


ology 234; 234, 1971.) 


图 17.7 JIF1 和 IF3 在 核糖 体 解体 中 的 作用 。 
TFL (绿色 ) 促进 核糖 体 亚 基 (粉红 和 蓝 色 ) 
的 解体 。 然 后 IF3 〈 棕 褐色 ) 结合 到 游离 的 
30S 亚 基 上 ， 防 止 30S 亚 基 与 游离 的 50S 亚 基 
的 再 结合 。 


30S 起 始 复合 物 的 形成 


— HL IF] 和 IF3 将 核糖 体 解 离 为 50S 和 30S 亚 
基 后 ， 细 胞 就 在 30S 亚 基 上 建立 一 个 复合 物 ， 包 括 
mRNA, AARNA 和 几 个 起 始 因子 ， 这 就 是 30S 
起 始 复合 物 (30S initiation complex) 。 已 经 知道 IF3 
能 够 自己 结合 到 30S 亚 基 上 ， 而 IF1 和 IF2 稳定 这 
种 结合 。 同 样 地 ，IF2 能 够 结合 到 30S 颗粒 上 , 但 
在 IF1 和 IF3 的 帮助 下 可 实现 更 稳定 的 结合 。IF1l 自 
已 不 能 结合 到 30S 颗粒 上 ， 但 在 另 两 个 因子 协助 下 
可 以 与 之 结合 。 所 有 3 个 因子 紧密 地 结合 在 30S 亚 
基 靠近 16S rRNA 3 端的 一 个 位 点 上 。 一 旦 3 个 起 
始 因子 结合 在 一 起 ， 它 们 就 将 另外 两 个 关键 的 参与 
者 mRNA 和 初始 氨 酰 -tRNA 吸引 到 复合 体 上 ， 后 两 
者 的 结合 顺序 是 随机 的 。 

起 始 密码 子 和 初始 氨 酰 -tRNA 1964 年 ，Fritz 
Lipmann 证 明 用 核糖 核酸 酶 消化 亮 氨 酰 -RNA 生成 
亮 氨 酸 腺 背 栈 (图 17. 8a)。 这 正 是 我 们 所 预期 的 ， 


IF3 


因为 氨基 酸 是 结合 在 tRNA 3' 端 腺 苷 的 羟基 上 的 。 
但 是 当 K. A. Marcker 和 Frederick Sanger 用 甲 硫 氨 
酰 -tRNA 做 同样 实验 时 ， 他 们 不 仅 发 现 了 预期 的 腺 
苷 - 甲 硫 氨 酸 酯 ， 还 发 现 了 腺 苷 -N- 甲 酰 甲 硫 氨 酸 酯 
CE 17. 8b) 。 这 就 证 明 他 们 实验 中 的 tRNA 酯 酰 化 
不 仅 有 甲 硫 氨 酸 ， 而 且 还 有 甲 硫 氨 酸 的 衍生 物 N- 甲 
ERAR CN formyl-methionin, (Met) 的 参与 。 
图 17. 8c 比较 了 甲 硫 氮 酸 和 (Met 的 结构 。 

接着 ，B. F.C. Clark 和 Marcker 证 明 E. coli 细 胞 
有 两 种 不 同 的 可 负载 甲 硫 氨 酸 的 tRNA。 他 们 采用 
称 作 反 向 流 分 配 的 传统 制备 方法 分 离 到 这 两 种 
tRNA. 移动 快 的 :RNA， 现 在 称 为 tRNAM*， 可 负 
载 甲 硫 氨 酸 ,但 这 个 甲 硫 氨 酸 不 能 被 甲 酰 化 。 就 是 
说 , 其 氨基 不 能 接受 甲 酰基 。 移动 慢 的 tRNA 是 
tRNA ， 表 示 所 结合 的 甲 硫 氨 酸 能 被 甲 酰 化 。 注 
意 ， 甲 硫 氨 屋 的 甲 酰 化 发 生 在 tRNA 上 ，tRNA 不 
能 直接 负载 甲 酰 甲 硫 氨 酸 。Clark 和 Marcker 继续 做 
实验 来 验证 这 两 种 tRNA 的 两 个 性 质 ， 中 它们 对 应 的 
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图 17.8 入- 甲 酰 甲 硫 氨 酸 的 发 现 。(a) Lipmann 等 用 核糖 
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密码 子 特异 性 分 析 采 用 Marshall Nirenberg 的 
方法 ,将 在 下 一 章 详 述 。 其 策略 是 标记 氨 酰 -tRNA， 
使 之 与 核糖 体 及 多 种 三 核 苷 酸 混合 ， 如 AUG。 编 码 
某 个 特定 氨基 酸 的 三 核 苷 酸 通常 能 使 正确 的 氨 酰 - 
tRNA 结合 到 核糖 体 上 。 本 例 中 ，tRNAX" 对 应 密码 
F AUG, 而 tRNA 党 对 应 AUG、GUG 和 UUG。 
因 已 知 tRNA 参与 起 始 ， 这 就 表明 所 有 这 3 个 密 
码 子 AUG、GUG 和 UUG 都 能 作为 起 始 密码 子 。 
大 量 E. coli 基 因 序 列 分 析 证 实 90% 以 上 基因 的 起 始 
密码 子 是 AUG，8% 和 1% 的 基因 分 别 以 GUG 和 
UUG 为 起 始 密码 子 。 

随后 ，Clark 和 Marcker 确定 了 两 种 tRNA 将 甲 
硫 氨 酸 加 到 和 蛋白质 链 上 的 位 置 。 他 们 采用 了 体外 翻译 
系统 ， 该 系统 含有 一 个 人 工 合成 的 mRNA， 有 多 个 
AUG 密码 子 分 散 其 中 。 当 他 们 用 (RNAS 时 ， 甲 硫 
氨 酸 主要 出 现在 蛋白 质 产物 的 内 部 ， 用 RNA it, 
甲 硫 氨 酸 只 进入 多 肽 链 的 第 一 个 位 置 。 因 此， 
tRNA 看 起 来 是 作为 起 始 氨 酰 -tRNA 的 。 HBA, 这 
是 由 于 氨基 酸 的 甲 酰 化 作用 ， 还 是 tRNA 的 某 些 特性 
引起 的 呢 ? 为 了 找到 答案 ，Clark 和 Marcker 用 甲 酰 
化 和 未 甲 酰 化 的 甲 硫 氨 酰 -tRNA 做 进一步 研究 ， 发 
现 是 否 甲 酰 化 没有 区 别 。 两 种 情况 下 ，tRNA}* 都 指 
导 了 第 一 个 氨基 酸 的 结合 。 因 此 是 甲 酰 甲 硫 氨 
酸 -tRNA 中 的 tRNA 部 分 使 其 成 为 起 始 氮 酰 -tRNA。 
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核酸 酶 消化 亮 氨 酰 -tRNA ER T TE AE IRH M. 
亮 氨 酸 结合 在 tRNA 的 3 端 CCA 序列 的 A 末端 上 。 
(b) Marcker 和 Senger 做 了 同样 的 实验 ， 获 得 了 腺 苷 - 氨 
基 酸 混合 物 ， 腺 苷 甲 硫 氨 酸 和 腺 苷 -N- 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ， 证 
明了 起 始 氨 酰 -tRNA 是 甲 破 氨 酰 -t+RNA 和 N- 甲 酰 甲 硫 氨 
酰 -tRNA 的 混合 物 。(c) 甲 硫 氨 酸 和 甲醇 甲 硫 氨 酸 的 
结构 图 ，fMet 的 甲 酰基 用 红色 标示 。 


Martin Weigert 和 Alan Garen 用 体内 实验 进 一 
步 证 明 IRNAN 是 起 始 氨 酰 -tRNA。 他 们 用 R17 i 
菌 体感 染 E. coli， 分 离 出 新 合成 的 喧 菌 体外 这 蛋白 ， 
发 现 (Met 位 于 N 端 ， 如 果 它 是 起 始 氨基 酸 ， 这 儿 
正 应 该 是 其 出 现 的 位 置 。 丙 氨 酸 是 新 外 这 蛋白 的 第 
二 个 氨基 酸 ， 但 成 熟 R17 哄 菌 体外 这 蛋白 的 N 端 有 
丙 氨 酸 ， 因 此 ， 蛋 白质 的 成 熟 必须 包括 N 端 (Met 
的 切除 。 对 多 种 不 同 细菌 和 噬菌体 的 蛋白 质 研 究 表 
BA fMet 是 经 常 被 切除 的 。 有 些 情况 下 会 保留 甲 硫 氨 
酸 ， 但 甲 酰基 团 总 是 被 切除 的 。 

小 结 原核 生物 的 起 始 密码 子 通常 是 AUG， 
但 也 可 以 是 GUG, 极 少数 是 JUG。 起 始 氨 酰 - 
tRNA 是 六甲 酰 甲 硫 氨 酸 -IRNA。 因此， N-P 
ERRAR Met) 是 加 入 多 肽 链 的 第 一 个 氨基 
酸 ， 但 是 ， 在 蛋白 质 加 工 成 部 过程 中 ,_fMet 是 经 
常 被 切除 的 。 

mRNA 与 30S 核糖 体 亚 基 的 结合 我 们 已 经 知 
道 起 始 密码 子 是 AUG， 有 时 是 GUG 或 UUG, 但 
是 这 些 密码 子 也 出 现在 遗传 信息 的 内 部 。 内 部 AUG 
编码 普通 的 甲 硫 氨 酸 ，GUG 和 UUG 分 别 编码 纺 氨 
酸 和 亮 氨 酸 。 那 么 ， 细 胞 怎样 区 别 具 有 相同 序列 的 
起 始 密码 子 与 普通 密码 子 呢 ? 对 此 问题 很 容易 想到 
两 种 解释 : 在 起 始 密码 子 附近 要 么 有 一 个 特殊 的 初 
级 结构 CRNA 序列 ) ， 要 么 有 一 个 特殊 的 二 级 RNA 
结构 来 判断 密码 子 ， 并 允许 核糖 体 在 此 结合 。1969 


48, Joan Steitz HILT AGH wk RI7MRNA 
的 结构 特征 。 哈 菌 体 R17 属于 一 类 小 球状 RNA t 
菌 体 ， 这 类 噬菌体 还 有 亿 和 MS2， 它 们 是 正 链 噬 菌 
体 (positive strand phage) ， 意 味 着 其 基因 组 就 是 其 
mRNA。 因 此 ， 这 些 噬 菌 体 提 供 了 纯 mRNA 的 方便 
来 源 ， 它 们 非常 简单 ， 只 有 3 个 基因 ， 分 别 编码 A 
蛋白 〈 或 成 熟 蛋 白 )、 外 壳 蛋 白 和 复制 酶 。Steitz 研 
究 了 R17 mRNA 的 3 个 起 始 密码 子 附近 的 序列 ， 以 
寻找 明显 的 初级 或 二 级 结构 。 在 使 核糖 体 保持 在 起 
始 位 点 的 条 件 下 ， 将 核糖 体 结合 到 R17 mRNA E, 
然后 用 RNase A 消化 没有 被 核糖 体 保护 的 RNA。 


(a) 


SbF 


最 后 对 核糖 体 保护 的 起 始 区 域 进行 序列 分 析 ， 发 现 
在 起 始 位 点 附近 没有 明显 的 序列 或 二 级 结构 相 
似 性 。 

事实 上 ， 随 后 的 研究 表明 二 级 结构 对 所 有 3 个 
起 始 位 点 都 有 抑制 效应 ， 松 弛 这 些 二 级 结构 可 增强 
起 始 。 这 在 复制 酶 基因 上 尤其 如 此 ， 如 图 17. 9a 中 
所 示 的 MS2 EHIE RNA, 其 起 始 密码 子 隐藏 在 外 壳 
基因 的 一 个 双 链 结构 内 。 这 解释 了 为 什么 其 复制 酶 
基因 的 翻译 是 在 外 壳 基因 翻译 之 后 进行 的 ， 即 核糖 
体 经 过 外 壳 基 因 时 ， 打 开 了 隐藏 复制 酶 基因 起 始 密 
码 子 的 二 级 结构 〈 图 17. 9b), 


(b) 


BRAME 。,, 


图 17.9 MS2 噬菌体 RNA 的 潜在 二 级 结构 及 其 对 翻译 的 影 tæ 
Mlo (a) MS2 RNA 的 外 这 基因 和 周转 区域 的 序列 、 可 能 的 二 

级 结构 。 起 始 和 终止 密码 子 加 框 表示 。 b) 外 这 基因 翻译 对 
复制 酶 翻译 的 影响 .上 图 ， 外 过 基因 没有 被 翻译 、 复 制 酶 起 

始 密码 子 AUG， 绿色 ， 这 里 是 从 右 向 左 写 的 被 隐藏 在 与 

外 这 基因 碱 基 配 对 部 分 的 茎 干 中 ， 因 此 ， 复 制 酶 基因 不 能 被 3 
翻译 。 下 图 ， 核 粮 休 在 翻译 外 过 基因 ， 干 扰 了 复制 酶 起 始 密 

码 子 周 天 的 磊 基 配对 ， 使 其 对 核糖 体 打开 ， 现 在 能 翻译 复制 

酶 基因 了 。(Source: (a) Adapted from Min Jou, W., 

G. Haegeman, M. Ysebaert, and W.Fiers, Nucleotide se- 
quence of the gene coding for the bacteriophage MS2 coat pro- 


tein, Nature 237: 84, 1972.) 


我 们 已 经 知道 不 能 依靠 二 级 结构 来 识别 起 始 密 
码 子 ， 而 且 第 一 个 起 始 位 点 附近 的 序列 也 没有 任何 
明显 的 相似 性 ， 那 么 ， 是 什么 构成 了 核糖 体 的 结合 
位 点 呢 ? 答案 是 一 个 特殊 序列 ， 但 有 些 基因 〈 如 
RID 的 外 壳 蛋 白 基 因 偏 离 保守 序 列 太 多 ， 难 以 识 
别 。Richard Lodish 及 同事 用 不 同 细菌 的 核糖 体 来 
翻译 亿 外 壳 mRNA， 为 发 现 这 一 序列 莫 定 了 基础 。 
他 们 发 现 ，E. coli 核 糖 体能 够 在 体外 翻译 全 部 3 个 
{2 基因 ， 而 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 B. stearothermophilus 
的 核糖 体 只 能 翻译 A 蛋白 基因 。 真 正 的 问题 是 外 壳 
基因 的 翻译 ， 我 们 知道 ， 复 制 酶 基因 的 翻译 依赖 于 
外 壳 基 因 的 翻译 ， 所 以 嗜 热 脂肪 芽孢 杆菌 核糖 体 不 
能 翻译 f2 复制 酶 基因 只 是 它 不 能 翻译 外 壳 基 因 的 间 
接 效应 。Lodish 及 同事 用 核糖 体 组 合 实验 证 明 是 哮 


热 脂 肪 芽孢 杆菌 的 核糖 体 ， 而 不 是 其 起 始 因子 有 
问题 。 

之 后 ，Nomura 及 同事 用 R17 噬菌体 RNA 进行 
了 更 细致 的 核糖 体 组 合 实验 。 发 现 重要 元 件 位 于 
30S 核糖 体 亚 基 上 。 如 果 30S 亚 基 来 自 E. coi，R17 
TFA RAE RE, MOIR 30S 亚 基 来 自 嗜 热 脂肪 
芽孢 杆菌 ， 则 该 基因 不 能 被 翻译 。 最 后 ， 他 们 把 
30S 亚 基 解 离 成 各 个 RNA 和 蛋白 质 组 分 ， 再 进行 组 
合 实验 。 这 一 次 ， 有 两 个 成 分 突现 出 来 : 一 是 核糖 
体 蛋 白 之 一 的 S12， 一 是 16S rRNA。 如 果 两 种 成 分 
中 的 任 一 个 来 自 E. coli， 外 壳 基 因 的 翻译 就 处 于 活 
化 状态 ， 如 果 其 中 任 一 个 来 自嘲 热 脂 肪 芽孢 杆菌 ， 
外 壳 基因 的 翻译 活性 就 被 抑制 〈 虽 然 没有 像 整个 核 
糖 体 亚 基 都 来 自 哮 热 脂肪 芽孢 杆菌 那么 低 )。 
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这 些 发 现 激励 了 John Shine 和 Lynn Dalgarno 
去 寻找 16S rRNA 与 R17 基因 起 始 位 点 周围 的 序列 
间 可 能 存在 的 相互 作用 。 他 们 注意 到 所 有 包含 全 部 
或 部 分 AGGAGGU 序列 的 结合 位 点 刚好 位 于 起 始 
密码 子 上 游 ， 该 序列 与 已 coli 16S rRNA 3' 端 序列 
3'-HO-AUUCCUCCAC5 的 画 线 部 分 互补 。 注 意 羟 基 
表示 16S rRNA 的 3 端 ， 这 个 序列 是 按 3' 一 5' 写 的 ， 
所 以 它 与 AGGAGGU 序列 明显 互补 。 这 种 关系 令 人 
感 兴趣 ， 尤 其 是 考虑 到 外 这 蛋白 序列 与 16S rRNA 
的 互补 是 在 3 个 基因 中 最 弱 的 ， 因此， 很 可 能 对 
16S rRNA 序列 的 改变 最 敏感 。 

比较 E.coli 和 B. stearothermophilus 16S rRNA 
的 序列 ， 发 现 R17 外 壳 核 糖 体 结合 位 点 与 
B. stearothermophilus 16S rRNA 之 间 匹 配 更 差 。 这 
一 结果 更 令 人 感 兴趣 ， 表 17. 1 是 比较 分 析 的 结果 以 
及 核糖 体 组 合 实验 的 分 析 结 果 ， 该 分 析 是 对 未 折 彼 
的 R17 RNA 进行 的 ， 其 二 级 结构 不 发 挥 作 用 。 注 
意 芽孢 杆菌 16S rRNA 与 A 蛋白 及 复制 酶 核糖 体 结 
合 位 点 形成 4 个 Watson-Crick 碱 基 对 ， 但 与 外 壳 蛋 
白 基因 只 有 两 个 这 样 的 碱 基 对 。 而 E. coli 16S rRNA 
与 所 有 3 个 基因 的 核糖 体 结合 位 点 都 至 少 形成 3 个 
碱 基 对 。 那么 ，16S rRNA 和 翻译 起 始 位 点 上 游 区 
域 的 碱 基 配 对 对 于 核糖 体 的 结合 非常 重要 吗 ? 如果 
是 ， 就 能 解释 B. stearothermophilus 核糖 体 对 R17 
外 壳 蛋 白 起 始 位 点 不 能 很 好 结合 的 原因 ， 并 且 也 能 
将 AGGAGGU 确定 为 核糖 体 结合 位 点 。 我 们 将 看 到 ， 
其 他 证 据 显 示 这 的 确 是 核糖 体 结合 位 点 ， 并 被 称 为 


Shine-Dalgamo 序列 或 SD 序列 ， 以 纪念 其 发 现 者 。 

为 支持 这 一 假说 ，Shine 和 Dalgarno 从 另外 两 
AR. RIFF (Pseudomonas aeruginosa) 和 新 
月 柄 杆菌 〈Cauiobacter crescentus) GER YE: 原文 
H Caulubacter crescentus) 中 分 离 出 核糖 体 ， 对 16S 
rRNA 3 端 进行 序列 分 析 ， 检 测 了 核糖 体 结合 到 3 
个 R17 起 始 位 点 的 能 力 。 与 他 们 的 其 他 结果 一 致 ， 
他 们 发 现 无 论 何 时 只 要 16S rRNA 与 起 始 密码 子 上 
游 序 列 间 有 3 个 或 更 多 的 碱 基 配对 ， 核 糖 体 的 结合 
就 会 发 生 ， 无 论 何 时 ， 少 于 3 个 碱 基 配 对 ， 就 没有 
核糖 体 的 结合 。 

Steitz 和 Karen Jakes 提供 了 更 多 有 力 的 证 据 支 
持 Shine-Dalgarno 假说 ,他 们 将 E. coli 的 核糖 体 结合 
到 R17 A 蛋白 基因 的 起 始 区 ， 然 后 用 序列 特异 性 的 
RNase colicin E3 处 理 复合 物 ， 该 酶 切割 E.coli 16S 
TRNA 的 3' 端 附近 。 接 着 进行 RNA 指纹 实验 ,发 现 
有 一 段 双 链 RNA 片段 (图 17. 10)。 其 中 一 条 是 A 
蛋白 基因 起 始 位 点 的 寡 核 苷 酸 ， 包 括 Shine-Dalgarno 
序列 ， 与 其 碱 基 配 对 的 是 16S rRNA 3! A BCE 
酸 。 这 直接 证 明了 Shine-Dalgarno 序列 与 16S rRNA 
3 端的 碱 基 配 对 ， 无 可 置疑 这 就 是 真正 的 核糖 体 结 
合 位 点 了 ! 记 住 ， 原 核 生 物 的 mRNA 通常 都 是 多 顺 
反 子 ， 即 它们 携带 一 个 以 上 单 顺 反 子 或 基因 的 信息 。 
mRNA 中 的 每 个 顺 反 子 都 有 自己 的 起 始 密码 子 和 核 
糖 体 结合 位 点 。 因 此 ， 核 糖 体 独立 地 结合 到 每 个 起 
始 位 点 ， 并 通过 使 某 些 起 始 位 点 更 有 利于 吸引 核糖 
体 而 提供 了 -一 种 调控 基因 表达 的 方法 。 


WÊ An (GÊ Am 

Goan qe oa 

asg G 一 C 

gec G 一 C 

A—U A—U 

U*G Colicin 片段 UG 各 全 其 

G—C G 一 C 

c-G C 一 G 

C 一 G C 一 G 

A—U A—U 

A 一 USGA A—U UAon 

U 一 ACU UeGGAUCACCUCCUY 

G 一 C G Il 

7 G 一 C G GUUUGGAGGAUCCUUA 5 

5 UCGUAACAA 一 U CCUUAc 5’ UCGUAACAA A 


+ 


C 
C 
UAUGCGAGCUUUUAGUG 3 


5 AUUCCUAGGAGGUUUGACCUAUGCGAGCUUUUAGUG 3° 


R17 蛋白 起 始 子 区 


图 17. 10 E. coli 16S rRNA 3 端 eolicin 片段 的 可 能 结构 和 R17 MAK A 蛋白 顺 反 子 的 起 始 区 域 。 起 始 密码 子 


(AUG) 用 下 画 线 标 出 ， 
GC>AU>GU, 


colicin 片段 中 的 “m” 表 示 甲 基 化 碱 基 。 碱 基 间 的 短线 表示 碱 基 对 的 相对 强 弱 ， 
(Source; Adapted from Steitz, J. A. and K. Jakes, How ribosomes select initiator regions in 


mRNA, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 72 (12): 4734-38, December 1975. ) 
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1987 4, Anna Hui 和 Herman De Boer 为 Shine- 
Dalgarno 序列 和 16S rRNA 3' 端 的 碱 基 配 对 提供 了 
极 好 的 证 据 。 他 们 将 突变 的 人 生长 激素 基因 克隆 到 
下 ,coli 表达 载体 上 ， 该 载体 带 有 一 个 野生 型 SD 序列 
(GGAGG), 与 野生 型 16S rRNA 反 义 SD 序列 
(CCUCC) 互补 。 这 样 能 产生 高 水 平 的 人 生长 激素 。 
将 SD 序列 突变 为 CCUCC 或 GUGUG, 它们 不 能 与 
16S rRNA 反 义 SD 序列 配对 ， 两 个 突变 体 都 不 能 产 
生 大 量 人 生长 激素 。 但 是 当 把 16S rRNA 基因 的 反 
义 SD 序 列 突变 为 GGAGG 或 CACAC 时 ， 又 分 别 
恢复 了 与 CCUCC 和 GUGUG 的 互补 配对 。 现 在 ， 
带 有 突变 体 CCUCC SD 序列 的 mRNA 能 被 带 有 
GGAGG 反 义 SD 序列 的 16S rRNA 突变 体 细胞 很 好 
地 翻译 ， 带 有 突变 GUGUG SD 序列 的 mRNA 能 被 
带 有 CACAC 反 义 SD 序列 的 16S rRNA 细胞 很 好 地 
翻译 。 这 种 基因 间 的 抑制 很 难 解释 ， 除 非 在 这 些 序 
列 间 发 生 了 碱 基 配 对 。 


什么 因子 参与 mRNA 与 30S 亚 基 的 结合 呢 ? 
1969 年 ，Albert Wahba 及 同事 证 明 所 有 3 个 起 始 因 
子 都 是 最 佳 结合 所 必需 的 ， 但 IF3 是 最 重要 的 。 他 
们 将 两 种 大 肠 杆 菌 哄 菌 体 R17 和 MS2 的 *P 标记 的 
mRNA 以 及 烟草 花 叶 病 毒 (TMV) 的 mRNA 与 核 
糖 体 亚 基 和 起 始 因 子 单独 或 组 合 在 一 起 混合 。 这 些 
病毒 的 RNA 基因 组 都 可 作为 mRNA， 所 以 是 这 类 
实验 很 方便 的 mRNA 来 源 。 表 17. 1 的 实验 1 汇总 
了 实验 结果 。IF2 或 IF2 十 IF1 促进 R17 mRNA 5K 
糖 体 结合 的 能 力 非常 弱 ， 但 是 IF3 自身 就 能 引起 显 
著 的 结合 。IF1 可 以 进一步 刺激 这 一 结合 ，3 个 因子 
共同 作用 效果 最 好 。 因 此 ，IF3 可 能 是 mRNA 与 核 
糖 体 结合 的 主要 因子 ， 另 外 两 个 因子 协助 这 个 任 
务 。 我 们 知道 IF3 结合 到 30S WM, (E 50S 亚 基 不 
能 与 游离 的 30S 颗粒 结 合 ， 另 两 个 起 始 因 子 也 结合 
在 IF3 结合 位 点 的 附近 ， 参 与 30S 起 始 复合 物 的 
组 装 。 


表 17.1 起 始 因子 在 30S 起 始 复合 物 与 天 然 mRNA 形成 中 的 作用 


实验 核糖 体 mRNA 


加 入 的 起 始 因子 


核糖 体 结合 /pmol 
mRNA fMertRNA 


1 30S+50S R17 IF1+1F2 

IF2 

IF3 

IF1+IF3 
1F2+IF3 
TFI 十 IF2 十 IF3 
JIFI 十 IF3 

IF2 

IF1+IF2 
IF2+1F3 
IFL+1F2+1F3 
IFIHIF3 

1F2 

IF1+1F2 
IF2+1F3 

TFI 二 IF2 十 IF3 


MS2 


3 30S+50S TMV 


0.4 04 
0.3 03 
27 0.1 
4.8 0.2 
2.5 L3 
6.2 6.6 
0.0 
1.8 
3.7 
27 
7.3 
0.5 
1.7 
3.1 
8.3 
16.9 


Source: Role of Initiation Factors in Formation of the 30S Initiation Complex with Natural mRAN from A. J. Wahba, 
K. Iwasaki, M. J. Miller, S. Sabol, M. A. G. Sillero, & C. Vasquez, “Initiation of Protein Synthesis in Escherichia Coli 11,”Cold 
Spring Harbor Symposia in Quantitative Biology »34:292. Copyright © 1969,Cold Spring Harbor Laboratory Press, Reprin- 


ted with permission, 


小 结 30S 起 始 复合 物 是 由 游离 的 30S 核糖 体 
亚 基 加 mRNA 和 fMet-tRNA)* 组 成 的 。 原核 细胞 
30S 核糖 体 亚 基 与 mRNA 起 始 位 点 的 结合 依赖 于 紧 
接 起 始 密码 子 上 游 被 称 作 Shine Dalgamo 序列 的 短 
RNA 序 列 与 16S rRNA 3 端 互补 序列 的 碱 基 配对 -。 
这 种 结合 在 IF] 和 IF2 的 协助 下 由 IF3 介 导 ， 到 此 ， 
所 有 3 个 起 始 因子 都 已 经 结合 到 30S 亚 基 上 了 - 


{Met-tRNAM Xf 30S 起 始 复合 物 的 结合 ”如 果 
IF3 对 于 mRNA 结合 到 30S 核糖 体 上 起 主要 作用 ， 
那么 哪个 起 始 因子 对 fMet-tRNAM 起 同样 的 作用 
呢 ? 由 表 17.1 可 知 是 IF2。IF1 和 IF3 合 在 一 起 几 
平 不 能 引起 (Met tRNA 的 结合 ， 而 IF2 自己 就 能 
引起 显著 的 结合 。 同 样 ， 如 同 与 mRNA 的 结合 一 
样 ， 所 有 3 个 因子 共同 作用 的 效果 最 佳 。 
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1971 4, Sigrid 和 Robert 证 明 伴随 每 lmol 
fMet-tRNA 治 的 结合 有 1mol GTP 结合 到 30S 核糖 
体 亚 基 上 ， 但 是 GTP 水 解 是 在 50S 核糖 体 亚 基 结 
合 到 复合 物 上 且 IF2 解 离 之 后 。 实 验 用 了 3 种 不 
同 的 放射 性 标记 :?H 标记 GTP AY SF ABS. p ER 
记 磷酸 盐 ,“*C 标 记 {Met-tRNAN"。 将 标记 成 分 
与 30S 核糖 体 亚 基 及 其 他 因子 混合 ， 过 滤 混 合 物 
获得 核糖 体 ， 让 未 结合 的 核 苷 酸 和 RNA 流 过 。 然 


后 ,检测 附着 在 滤 膜 上 的 每 种 放射 性 同位 素 的 量 ， 
结果 见 表 17. 2。 实 验 1 证 明 有 相同 摩尔 量 的 GTP 和 
fMet-tRNA}* 结 合 到 30S 颗粒 上 ，IF2 对 于 两 种 结 
合 都 是 必需 的 。 实 验 2 表明 GTP 对 30S 颗粒 的 结合 
依赖 于 三 联 密码 AUG 和 {Met tRNAM, AUG 充当 
了 mRNA 的 替代 物 。 实 验 3 确证 了 实验 1 和 2 的 
发 现 ， 同 时 阴性 对 照 证 实 30S 核糖 体 亚 基 是 必 
需 的 。 


表 17.2 GTP 对 30S 起 始 复合 物 的 结合 


实验 条 件 


结合 的 pmol 


(HIGTP [¥PJGTP [4C]fMertRNA 


$ 完整 
减 去 IF2 
2 完整 
wa AUG 
减 去 Mer-tRNA 
3 完整 
减 去 IF2 
完整 ,加 上 50S 核糖 体 
减 去 IF2, 加 上 50S Bem 


2.4 2.2 
0.7 0.2 
21 2.0 2.3 
0.6 0.2 0.1 
0.7 0.8 0.0 
2.3 24 2.5 
0.3 0.5 0.5 
0.6 0.6 2.5 
0.3 0.5 0.4 


Source; Adapted from Thach, S. S. and R. E. Thach. 1971. One molecule of guanosine triphosphate is present in each 30S 


initiation complex Nature new Biology 229:219-20. 


在 实验 2 中 ,*H A” P 标记 的 GTP 在 所 有 反应 
中 结合 到 复合 物 上 的 量 都 是 相同 的 ， 表 明 没有 发 生 
GTP 水 解 〈?P 标记 是 在 六 磷酸 上 ， 如 果 发 生 水 解 
应 该 释放 出 磷酸 )。 最 后 ， 实 验 3 表明 50S 核糖 体 的 
加 入 释放 了 GTP， 但 不 释放 fMetrtRNAi”“ ， 后 者 要 
逗留 到 蛋白 质 合成 的 起 始 。 在 本 章 的 后 面 将 进一步 
讨论 这 一 问题 。 

1973 年 ，John Fakunding 和 John Hershey 用 标 
记 的 IF2 和 fMetrtRNA 治 进行 体外 实验 ， 结 果 表 明 
它们 都 能 结合 到 30S 核糖 体 亚 基 上 ， 且 这 种 结合 无 
需 GTP 水 解 。 他 们 用 : H 标记 fMet-tRNAM, Fi 
[PP] ATP 对 IF2 磷酸 化 ， 磷 酸化 的 IF2 保留 了 全 
部 活性 。 然 后 将 这 些 成 分 在 GTP 或 不 可 水 解 的 
GTP 类 似 物 GDPCP 存在 下 与 30S 核糖 体 亚 基 混 合 。 
GDPCP 的 R 磷酸 和 y 磷酸 之 间 有 一 个 亚 甲 基 键 
(一 CH 一 )， 而 正常 GTP 在 此 处 是 一 个 氧 原子 ， 这 
是 它 不 能 水 解 成 GDP 和 磷酸 的 原因 。 将 所 有 这 些 成 
分 混合 后 ，Fakunding 和 Hershey 用 蔗糖 梯度 超速 
离心 分 离 各 起 始 复合 物 。 图 17. 11 给 出 了 实验 结果 。 
所 有 的 标记 IF2 和 大 量 的 {Met tRNAM 45 30S 核糖 
体 亚 基 一 起 移动 ， 表 明 起 始 复合 物 的 形成 。 在 GTP 
或 GDPCP 存在 条 件 下 有 相同 的 结果 ， 证明 GTP 水 
解 不 是 1F2 或 fMettRNA 党 对 复合 物 结合 所 必需 的 。 
实际 上 ，IF2 可 以 在 GTP 缺乏 条 件 下 结合 到 30S 亚 
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基 上 ,但 只 发 生 在 非 天 然 的 高 浓度 条 件 下 。 

这 种 实验 也 使 Fakunding 他 们 能 够 估计 30S 亚 
基 、IF2 和 fMetrtRNAI 两 两 间 的 结合 量 。 加 入 越 
来 越 多 的 IF2 产生 一 个 饱和 曲线 ， 曲 线 在 每 个 30S 
亚 基 结 合 0. 7mol IF2 时 达到 稳定 。 这 个 数字 接近 
1.0， 有 些 30S 亚 基 可 能 对 结合 IF2 不 敏感 ， 可 以 认 
为 真正 的 化 学 比 是 1 : 1。 此 外 ， 在 饱和 IF2 浓度 ， 
有 0. 69mol fMettRNA 光 结合 30S 亚 基 ， 这 几乎 是 
IF2 的 结合 量 ， 所 以 {Met-tRNAN* 结合 的 化 学 比 看 
来 也 是 1 : 1。 我 们 将 看 到 ，IF2 最 终 会 从 起 始 复合 
物 上 释放 出 来 再 循环 ， 结 合 另 一 个 fMet-tRNAM" 形 
成 另 一 个 复合 物 。 以 这 种 方式 ， 它 确实 催化 性 地 发 
挥 作用 。 

接着 ，Fakunding 和 Hershey 研究 了 在 缺乏 
fMet-tRNAM 3 AUG 时 ，IFL 和 1F3 对 IF2 结合 到 
30S 核糖 体 亚 基 上 的 影响 。 将 标记 的 IF2 与 不 同 组 
合 的 因子 及 30S 核糖 体 混合 ， 然 后 离心 混合 物 , 看 
IF2 是 否 已 结合 。 没 有 fMettRNAM 和 AUG 时 ， 
IF2 对 30S 颗粒 的 结合 不 稳定 ， 在 其 他 因子 和 GTP 
缺乏 时 ，IF2 因子 自己 不 能 结合 到 30S 颗粒 上 (图 
17. 12) 。 同 样 ， 当 IF? 与 IF1 或 F3 一 起 时 ， 也 不 
能 发 生 结合 。 只 有 当 3 个 因子 都 存在 时 ，IF2 才能 
结合 。 这 提示 3 个 因子 合作 性 地 结合 到 30S 亚 基 
E. 3 个 因子 都 结合 是 形成 30S 起 始 复合 物 的 第 一 


图 17.11 GIP 或 GDPCP 存在 时 30S 起 始 复合 物 的 形 
成 。 将 [*P] IF2, [PH] fMet-tRNAM, AUG, mRNA 
替代 物 和 30S 核糖 体 亚 基 与 (a) GTP BR (b) GTP 的 非 
水 解 类 似 物 GDPCP 混合 。 用 蔗糖 梯度 超速 离心 ， 分 析 
每 一 梯度 组 分 的 放射 性 IF2 CHE) 和 fMer-tRNAM 
(红色 )。 在 GTP 或 者 GDPCP 存在 情况 下 ，IF2 和 
fMet-tRNAM 都 能 很 好 地 结合 30S 核糖 体 亚 基 。 
(Source, Adapted from Fakunding, J. L. and J. W. B. , 
Hershey, The interaction of radioactive initiation factor 
IF2 with ribosomes during initiation of protein synthesis, 
Journal of Biological Chemistry 248; 4208, 1973.) 
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步 。 一 旦 结合 ， 起 始 因子 就 能 指导 mRNA 和 fMet- 
tRNAN" 的 结合 ， 产 生 完 整 的 30S 起 始 复合 物 ， 该 
复合 物 由 30S 核糖 体 亚 基 加 上 各 一 分 子 的 mRNA, 
{Met-tRNAM, GTP, IF1, IF2 和 IF3 组 成 。 
小 结 “IF2 是 促进 fMettRNAMe 与 30S 起 始 
复合 物 结合 的 主要 因子 ， 另 外 两 个 起 始 因子 起 重 
要 的 辅助 作用 。 在 IF2 的 生理 浓度 下 ，GTP 是 
IF2 结合 所 必需 的 ， 但 在 整个 过 程 中 GTP 并 不 水 
解 。 完 整 的 30S 起 始 复合 物 包括 一 个 30S 核糖 体 
亚 基 加 上 各 一 分 子 的 mRNA. fMet-tRNAM, 
GTP, IF1, IF2 和 IF3, 


70S 起 始 复 合 物 的 形成 


要 发 生 延伸 ，50S 核糖 体 亚 基 必须 结合 30S 起 
始 复合 物 形成 70S 起 始 复 合 物 〈70S initiation com- 
plex) 。 在 这 个 过 程 中 ，IF1 和 IF3 从 复合 物 离 解 . 
当 IF2 离开 复合 物 时 ，GTP 水 解 成 GDP 和 磷酸 盐 。 
我 们 将 看 到 GTP 水 解 不 能 驱动 50S 核糖 体 亚 基 的 结 
合 ， 而 是 驱使 IF2 释放 ， 否 则 IF2 会 干扰 有 活性 70S 
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图 17. 12 起 始 因子 对 30S 核糖 体 亚 基 协 


og 同 结合 。 将 30S BEMIS GTP, [=P] 
04 IF2 和 另外 两 种 因子 的 不 同 组 合 混合 ， 通 
oa UREN BE Ie AL A HEADY IF2 的 结合 。 
02 因子 组 合 为 ，(a) 只 有 IF2; (b) IF2 + 
oi IFl; (c) IF2 + IF3; (d) 全 部 3 个 起 始 

| BF. RE, 308 核糖 体 ，Ax 检 测 ， 红 
bee. E, [PP] IF2。 在 体外 全 部 3 个 起 始 因 
子 都 存在 时 ，IF2 才能 结合 。 (Source: 
g Adapted from Fakunding, J. L. and 
pe J.W. B. Hershey, The interaction of radi- 
02 oactive initiation factor IF2 with ribo- 
01 


somes during initiation of protein synthe- 
sis. Journal of Biological Chemistry 
248; 4208, 1973, ) 


起 始 复合 物 的 形成 。 

已 经 知道 GTP 是 30S 起 始 复合 物 的 一 部 分 ， 
在 50S 核糖 体 亚 基 结合 复合 物 时 GTP 会 被 去 除 。 
怎样 去 除 的 呢 ? 1972 年 ，Jerry Dubnoff 和 Uma- 
das Maitra 证 明 IF2 具有 核糖 体 依赖 性 GTPase 活 
性 ， 使 GTP 水 解 成 GDP 和 无 机 磷酸 盐 (PI), H 
[y*P] GTP 与 盐 洗 过 的 核糖 体 ( 去 除 起 始 因 
F), RIF, 或 核糖 体 十 IF2 分 别 混合 ， 对 释放 
A" PER. 图 17. 13 表明 ， 核 糖 体 或 IF2 单独 都 
不 能 水 解 GTP, 但 两 者 合 起 来 则 可 以 。 因 此 ， 
IF2 和 核糖 体 一 起 组 成 了 GTPase。 对 30S 起 始 复 
合 物 分 析 表 明 ，30S 核糖 体 亚 基 不 能 以 这 种 方式 
补充 下 2， 因 为 直到 50S 颗粒 加 入 到 复合 物 后 ， 
GTP 才 水 解 。 

GTP 水 解 的 作用 是 什么 呢 ? Fakunding 和 Her- 
shey 的 IF2 标记 实验 表明 ，GTP 水 解 是 从 核糖 体 上 
ERR IF2 所 必需 的 。 用 标记 的 IF2, fMet-tRNAM 和 
GDPCP a GTP 形成 30S 起 始 复合 物 ， 再 加 入 50S 亚 
基 ， 然 后 高 速 离心 混合 物 ， 观 察 哪个 组 分 保留 在 70S 
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+IF2 + 核糖 体 


fyrs2P] 水 解 的 GTP/(pmolx10? 


图 17.13 IF2 的 核糖 体 依赖 性 GTPase 活性 。 
Dubnoff 和 Maitra 测量 了 在 IF2 (ARE) 存在 时 ， 
标记 的 无 机 磷酸 盐 从 [7P] GTP 的 释放 。 核 糖 
体 〈 蓝 色 )，IF2 十 核糖 体 红色 )。 核 糖 体 和 IF2 
共同 水 解 GTP。( Source: Adapted from Dubhoff, 
J.S., A. H. Lockwood, and U.Maitra, Studies 
on the role of guanosine triphosphate in polypep- 
tide chain initiation in Escherichia coli. Journal of 
Biological Chemistry 247, 2878, 1972. ) 


(a) 


起 始 复合 物 上 。GDPCP 使 IF2 和 Met-tRNAM 都 保 
留 与 70S 复合 物 的 结合 ， 相 反 ，GTP 使 IF2 游离 ， 
而 使 fMettRNA 保留 在 70S 复合 物 上 (图 
17.14)， 这 证 明 GTP 水 解 是 ]F2 离开 核糖 体 所 必 
需 的 。 

从 图 17. 14 中 还 可 看 出 ， 在 GTP 存在 时 ， 结 合 
到 70S 起 始 复合 物 上 的 fMet-tRNAM 比 GDPCP 存 
在 时 要 多 。 这 暗示 了 IF2 的 催化 功能 。GTP 水 解 是 
从 70S 起 始 复合 物 释放 IF2 所 必需 的 ，IF2 因而 能 将 
另 一 个 fMetrtRNA 必 结合 到 另 一 个 30S 起 始 复合 物 
上 ， 这 种 再 循环 构成 了 催化 活性 。 但 是 ， 如 果 GTP 
未 能 水 解 ，IF2 因子 仍 黏附 在 70S 复合 物 上 ， 不 再 
循环 ， 因 而 只 能 定量 地 发 挥 作 用 。Maitra 及 同事 在 
IF2 浓度 逐渐 增加 的 情况 下 ， 测定 [SH] fMet- 
tRNAI 必 对 核糖 体 的 结合 得 到 了 同样 的 结果 。 表 
17.3 显示 随 着 IF2 浓度 逐渐 升 高 ， 越 来 越 多 的 
fMet-tRNAM 452 3B) 30S 核糖 体 上 。 然 而 ， 当 他 们 
加 入 50S 核糖 体 亚 基 以 及 30S 亚 基 时 ， 也 得 到 同样 
的 效果 。 这 可 允许 GTP 水 解释 放 IF2， 使 其 催化 性 
地 而 不 是 化 学 定量 性 地 执行 功能 。 


(PIIF2/pmol ee 
[SH}fMet-tRNA/pmol @= 


组 分 号 


图 17. 14 GTP 水 解 对 IF2 从 核糖 体 释放 的 影响 。Fakunding 和 Hershey 将 [*P] 
IF2 ( 蓝 色 ) [PH] fMet- IRNAN (红色 ) 和 30S 核糖 体 亚 基 混 合 形成 30S 起 始 
复合 物 。 在 GDPCP (a) 或 GTP (b) 存在 时 加 入 50S 核糖 体 亚 基 ， 用 蔗糖 梯度 
超速 离心 法 〈 图 17.11) 分 析 复合 物 。( Source，Adapted from Fakunding, 
J. L- and J. W. B. Hershey, The interaction of radioactive initiation factor IF2 with 
ribosomes during initiation of protein synthesis, Journal of Biological Chemistry 


248: 4210, 1973.) 
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表 17.3 起 始 因子 在 fMettRNA;= 对 核糖 体 


结合 中 的 作用 
DPH] MeriRNA /pmol 结合 到 ; 

加 入 的 因子 30S 30S+50S 
无 0.8 0.5 
IF3(0. 5pmol) 0.8 0.7 
IF1(0. 15pg) + 
IF3(0. 15kg) 十 1.0 5.7 
IF2(0. 55pmol) 
1F2(1. 65pmol) 1.0 
1F2(8. 8pmol) 2.2 
IF2(16. Spmol) 4.2 


Source: Dubnoff.J. S. , A. H, Lockwood, and U, Haitra, 
Studies on the role of guanosine triphosphate in polypeptide 
chain initiation in Escherichia coli, Journal of Biological 
Chemistry 247; 2886, 1972. Copyright © 1972. The Ameri- 
can Society for Biochemistry & Molecular Biology, Bethes- 
da, MD. Reprinted with permission. 

引发 核糖 体 翻 译 也 需要 GTP 水 解 吗 ? 显然 不 
是 。Maitra 及 同事 通过 凝 胶 过 滤 法 从 30S 起 始 复合 
物 上 去 除 GTP， 发 现 这 些 复合 物 可 以 接受 50S 亚 基 
并 形成 肽 键 ， 在 这 个 过 程 中 GTP 没有 水 解 ， 用 GD- 
PCP 进行 的 相似 过 程 有 同样 结果 。 因 此 ， 至 少 在 这 
些 实验 条 件 下 ，GTP 水 解 不 是 产生 有 活性 70S 起 始 
复合 物 的 前 体 条 件 。GTP 水 解 的 真正 作用 是 将 IF2 
和 GTP 本 身 从 70S 起 始 复合 物 上 去 除 ， 使 其 行使 连 
接 氨 基 酸 形成 蛋白 质 的 功能 。 

小 结 ，50S 亚 基 结合 30S 复合 物 形 成 70S 起 始 
复合 物 后 GTP 被 水 解 。 这 种 GTP 水 解 是 由 IF2 连 
同 SOS 核糖 体 亚 基 进行 的 ， 水 解 的 目的 是 从 复合 物 
上 释放 IF2 和 GTP， 从 而 使 多 肤 链 的 延伸 能 够 开始 。 


细菌 中 的 翻译 起 始 总 结 


图 17.15 总 结 了 已 学 习 过 的 细菌 的 翻译 起 始 ， 
包括 下 列 特 征 。 

1. 在 IF] 的 影响 下 ，70S 核糖 体 解 离 为 50S 和 
30S 亚 基 。 

2. IF3 对 30S 亚 基 的 结合 抑制 了 核糖 体 亚 基 的 
再 结合 。 

3.IF1、IF2 和 GTP 结 合 在 IF3 旁边 。 

4. mRNA 和 fMet-tRNA“™ 结合 形成 30S 起 始 
复合 物 。 这 两 个 组 分 可 以 明显 地 相互 结合 ， 但 IF2 
促进 fMettRNAi 结 合 ，IF3 促进 mRNA 结合 ， 
每 种 情形 下 ， 其 他 起 始 因 子 也 都 提供 协助 。 

5. 50S 亚 基 的 结合 使 IF1 和 IF3 丢失 。 

6. IF2 从 复合 物 上 解 离 ， 同 时 GTP 水 解 ， 产 物 
是 70S 起 始 复合 物 ， 可 以 开始 延伸 了 。 


(3) ,@ +@+ GTP 
GTP 


fMet 


一 [一 小 MettRNAwen 
(4) 


mRNA 


30S 起 始 复合 物 


70S 起 始 复合 物 


图 17.15 细菌 翻译 起 始 总 结 。 步 又 1 一 6 见 正文 ， 
步骤 2 和 3 可 能 结合 在 体内 。 
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17.2 真 核 生物 翻译 的 起 始 


有 几 个 特征 使 真 核 生物 的 翻译 起 始 不 同 于 细菌 
的 翻译 起 始 。 第 一 ， 真 核 生物 的 起 始 从 甲 硫 氨 酸 ， 
而 不 是 N- 甲 酰 转 硫 氨 酸 开始 。 但 起 始 tRNA 与 将 甲 
硫 氨 酸 加 到 多 肽 链 内 部 的 tRNA (RNAS) 不 同 。 
起 始 tRNA 携带 的 是 非 甲 酰 化 甲 硫 氨 酸 ， 不 适合 叫 
做 TRNA ， 而 常 被 称 作 tRNA 或 者 tRNA,。 第 二 
个 主要 区 别 是 ， 真 核 生物 的 mRNA 没有 Shine-Dalg- 
arno 序列 来 指示 核糖 体 从 哪儿 开始 翻译 ， 大 多 数 真 
核 生物 mRNA 的 5 端 具 有 帽子 结构 〈 第 15 章 )， 以 


(a) 


此 指示 起 始 因子 结合 并 开始 搜索 起 始 密码 子 。 这 种 
不 同 的 起 始 机 制 及 其 所 要 求 的 起 始 因子 将 是 本 节 讨 
论 的 主题 。 


起 始 的 扫描 模型 


多 数 细菌 mRNA 是 多 顺 反 子 ， 含 有 多 个 基因 或 
顺 反 子 的 遗传 信息 。 每 个 顺 反 子 都 有 自己 独立 的 起 
始 密码 子 和 核糖 体 结合 位 点 。 但 除了 某 些 病毒 的 转 
录 物 外 ， 多 顺 反 子 mRNA 在 真 核 生物 中 很 少见 。 因 
此 ， 真 核 细胞 经 常 面临 在 转录 的 5 端 寻 找 起 始 密码 
子 的 任务 ， 它 们 识别 5 端 帽子 结构 ， 然 后 沿 5 -> 3! 
方向 扫描 (scanning) mRNA, 直到 过 见 起 始 密 码 
子 ， 如 图 17. 16 所 示 。 


+ 因子 
+ Met-tRNAMe! 
+ GTP 


图 17.16 简单 的 翻译 起 始 “扫描 模型 "。(a) 40S 核糖 体 亚 基 与 起 始 因 子 、Met-tRNAM* 和 GTP 一 起 识别 
mRNA 5 端的 m?G 帽子 〈 红 色 )， 使 核糖 体 亚 基 在 mRNA 该 末端 结合 。 为 简单 起 见 ， 其 他 组 分 被 省 略 了 。 
(b) 40S 亚 基 沿 着 mRNA 向 3 端 扫描 ， 搜 索 起 始 密码 子 。 在 此 过 程 中 解 开 一 个 莹 环 结构 。(c) 核糖 体 亚 基 


定位 于 AUG 起 始 密码 子 处 并 停止 扫描 。 现 在 60S 核糖 体 亚 基 可 以 加 入 复合 物 ， 起 始 可 以 发 生 了 。 


基于 以 下 4 点 考虑 ，Marilyn Kozak 于 1978 年 
首先 建立 了 “扫描 模型 "，@D 没 有 证 据 表 明 真 核 生物 
的 翻译 起 始 像 多 顺 反 子 mRNA 一 样 从 内 部 AUG FF 
始 ， @ 起 始 不 在 离 mRNA 5' 端 固定 的 距离 发 生 ; 
图 在 研究 过 的 所 有 前 22 个 真 核 生物 mRNA H, Hi 
子 结构 下 游 的 第 一 个 AUG 都 被 用 作 起 始 ; OmR- 
NA 5 端的 帽子 结构 促进 起 始 。 在 本 章 后 面 我 们 将 
看 到 扫描 模型 的 更 有 力 的 证 据 。 

最 简单 版 本 的 扫描 模型 是 核糖 体 识别 它 遇 到 的 
第 一 个 AUG 并 在 那里 起 始 翻译 。 但 是 ， 对 699 个 
真 核 生 物 mRNA HABA, 5%~10% KH mRNA 
第 一 个 AUG 不 是 起 始 位 点 ， 其 核糖 体 在 遇 到 正确 
的 AUG 并 起 始 翻 译 之 前 跳 过 了 一 个 或 更 多 的 
AUG。 由 此 产生 了 一 个 问题 : 什么 东西 规定 正确 
AUG 区 别 于 错误 AUG? Kozak 研究 了 起 始 AUG 周 
围 的 序列 ， 发 现 共 有 序列 是 CCRCCAUGG, RÆ 
% (A 或 G)， 加 下 画 线 的 是 起 始 密码 子 。 

如 果 这 真是 最 佳 序列 ， 那 么 就 会 降低 突变 效率 。 
为 验证 这 一 假说 ，Kozak 在 克隆 大 鼠 前 胰岛 素 原 基 
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因 中 围绕 起 始 密码 周围 的 碱 基 系 统 地 进行 了 突变 。 
用 人 工 合成 的 含有 ATG 的 赛 核 苷 酸 取代 正常 的 起 
始 ATG， 对 这 个 起 始 区域 引 和 突变， 然后 将 突变 基 
因 置 于 SV40 病毒 启动 子 的 控制 之 下 ， 转 人 猴 细 胞 
(COS) 中 ,然后 用 ”S 标记 的 甲 硫 氨 酸 标记 新 合成 
的 蛋白 质 ， 免 疫 沉淀 前 胰岛 素 原 ， 电 泳 、 荧 光 检测 
(类 似 放 射 自 显影 技术 )。 最 后 ， 用 密度 计 扫 描 荧光 
图 ， 对 胰岛 素 原 进行 定量 。 翻 译 起 始 得 越 好 ， 合 成 
的 胰岛 素 原 越 多 。 在 讨论 过 程 中 ， 我 们 称 起 始 密码 
子 为 AUG， 即 使 突变 是 在 DNA 水 平 上 发 生 的 。 

图 17. 17 显示 了 部 分 结果 ， 包 括 在 一 3 和 十 4 位 
碱 基 的 改变 (AUG 中 的 A 是 十 1 位 )。 最 佳 起 始 发 
生 在 一 3 位 为 G 或 A， 十 4 位 为 G 时 。 相 似 的 实验 
显示 所 有 最 佳 起 始 都 发 生 在 ACCAUGG 序列 ， 这 些 
要 求 通常 称 作 Kozak 规则 (Kozak’s rule). 

如 果 这 是 翻译 起 始 的 最 佳 序列 ， 那 么 将 其 引 到 
可 读 框 之 外 并 在 正常 起 始 密码 子 的 上 游 ， 将 会 对 核 
糖 体 扫描 产生 障碍 ， 迫 使 它们 在 可 读 框 外 起 始 。 这 
种 情况 发 生得 越 多 ,产生 的 胰岛 素 原 越 少 。Kozak 


图 17.17 在 起 始 AUG 周围 一 3 和 十 4 位 单个 碱 
基 改 变 的 影响 。 从 SV40 病毒 启动 子 控制 下 的 大 
鼠 前 胰岛 素 原 克 隆基 因 开始 ，Kozak HALA 
成 的 含 ATC 的 赛 核 苷 酸 代 蔡 天 然 起 始 密码 子 ， 
该 ATG 在 mRNA 中 被 转录 为 AUG。 然 后 她 突 
变 了 一 3 和 十 4 位 的 核 苷 酸 ， 如 底部 所 示 。 将 突 
变 的 基因 转 人 COS 细胞 ,在 含有 CSS) 标记 的 
Met 培养 基 中 培养 细胞 ， 以 便 标记 产生 的 胰岛 
素 原 。 免 疫 沉淀 法 纯化 胰岛 素 原 ， 电 泳 、 荧 光 
摄影 检测 标记 的 蛋白 质 。 此 技术 与 放射 自 显影 
类 似 ， 电 泳 凝 胶 中 充满 菊 光 混合 物 ， 用 来 增强 
同位 素 GS 散发 的 较 弱 放射 性 。 左 边 箭头 
指示 胰岛 素 原 产物 ， 荧 光 摄像 测定 胰岛 素 原 条 
带 的 亮度 ， 以 每 个 条 带 下 列 出 的 相对 OD 值 或 
光 密 度 表示 。 最 佳 起 始 发 生 在 一 3 ER, +4 
是 G。 胰 岛 素 原 是 前 胰岛 素 原 基因 的 产物 ， 在 
前 胰岛 素 原 翻译 期 间 ，N 端的 “信号 肽 ”被 切 
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除 ， 产 生 胰 岛 素 原 。 信 号 肽 指导 生长 的 多 及 连同 核糖 体 、mRNA 一 起 到 内 质 网 (ER) ， 以 确保 多 肽 进 和 人 ER 


并 分 泌 到 细胞 外 。 所 有 序列 以 mRNA 形式 给 出 。 


(Source: Kozak, M. Point mutations define a sequence 


flanking the AUG initiator codon that modulates translation by eukaryotic ribosomes. Cell 44 (31 Jan 1986) 
p. 286, f. 2. Reprinted by permission of Elsevier Science, ) 


用 两 个 AUG 的 A 相距 8nt 的 序列 CAUGNCACC- 
AUGG) 进行 了 实验 。 注意， 下 游 的 AUG 是 最 佳 
位 置 。 因 此 ， 如 果 核 糖 体 未 在 上 游 先 起 始 而 到 达 这 
里 ， 那 么 起 始 是 很 容易 的 。 如 图 17. 18 所 示 ， 突 变 
体 F10 无 上 游 AUG， 从 正常 AUG 的 起 始 信号 很 
强 ， 如 所 预计 的 。 突 变 体 FO 的 上 游 有 很 弱 形 式 的 
AUG, 其 一 3 和 十 4 位 都 是 U， 同 样 ， 对 下 游 AUG 
的 起 始 没有 太 多 干扰 。 但 是 所 有 其 他 突变 表现 出 对 
正常 起 始 的 强烈 干扰 ， 且 干扰 强度 与 上 游 AUG 的 
前 后 序列 有 关 。 与 最 佳 序列 越 相 似 ， 对 下 游 AUG 
的 起 始 干扰 就 越 多 。 这 正 是 扫描 模型 所 预计 的 。 

上 游 AUG 具有 良好 的 序列 环境 ， 但 仍 设法 从 
下 游 AUG 启动 的 天 然 mRNA 会 怎样 呢 ? Kozak 注 
意 到 这 些 mRNA 在 两 个 AUG 之 间 有 框 内 终止 密码 
子 。 她 认为 ,下游 AUG 的 起 始 实际 上 体现 了 核糖 
体 的 再 起 始 ， 核 糖 体 已 经 在 上 游 起 始 密码 子 处 起 始 ， 
在 终止 密码 子 处 停止 ， 然 后 继续 扫描 另 一 个 起 始 密 
TF. AT BABS AUG 之 间 的 终止 密码 子 的 效 
R, Kozak 构建 了 另 一 套 带 有 此 终止 密码 子 的 系统 ， 
采用 同样 的 方法 检测 。 在 这 种 情形 下 ， 只 要 下 游 
ATG 处 于 良好 的 序列 环境 ， 大 量 起 始 就 可 发 生 在 下 
ii AUG 处 。 

注意 ， 在 同一 可 读 框 内 的 起 始 密码 子 和 下 游 终 
止 密码 子 决定 了 可 读 框 (open reading frame, ORF) 
的 边界 。 这 种 ORF 可 能 编码 一 个 蛋白 质 ， 它 在 体内 
是 否 被 翻译 是 另外 一 回 事 。 更 多 的 实验 揭示 了 下 游 


ORF 有 效 再 起 始 的 另 一 个 要 求 ， 上 游 ORF 必须 是 
短 的 。 在 已 研究 的 带 有 全 长 上 游 ORF 的 双 顺 反 子 的 
每 个 例子 中 ， 下 游 ORF 的 再 起 始 效率 都 非常 低 。 可 
能 核糖 体 在 完成 一 个 长 ORF 的 翻译 后 ， 再 起 始 所 需 
的 因子 已 散 去 ， 所 以 它 忽略 了 第 二 个 ORF。 

为 了 严密 地 论证 上 游 AUG 比 下 游 AUG 优先 的 
假说 ，Kozak 构建 了 带 有 多 个 重复 的 大 鼠 前 胰岛 素 
原 顺 反 子 起 始 区 序列 的 mRNA， 通 过 分 离 所 得 蛋白 
质 来 检测 实际 的 翻译 起 始 位 点 。 电 泳 测定 其 大 小 ， 
由 此 得 知 核糖 体 利 用 哪个 起 始 位 点 来 合成 这 些 蛋 白 
质 。 图 17. 19 的 结果 表明 ， 在 每 种 情况 下 最 远 的 上 
游 AUG 都 被 使 用 了 ， 再 次 与 扫描 模型 一 致 

mRNA 二 级 结构 对 起 始 效率 有 何 影响 ? mRNA 
的 发 夹 结构 对 起 始 效率 既 有 正面 影响 也 有 负面 影响 。 
Kozak 证 明 弱 序列 环境 的 AUG 下 游 12 一 15nt WE 
H (stem loop) 结构 能 阻止 40S 核糖 体 亚 基 跳 过 该 
起 始 位 点 。 发 夹 结构 可 能 使 核糖 体 亚 基 在 AUG 停 
留 足够 长 的 时 间 使 起 始 发 生 。 二 级 结构 也 有 负 效 应 ， 
Kozak 检测 了 mRNA 前 导 序列 的 两 个 不 同 茎 环 结构 
的 影响 (图 17.20a)。 一 个 相对 较 短 ， 具 有 
一 30kcal/mol 的 双 链 形成 自由 能 《或 稳定 性 ); 另 一 
个 长 得 多 ， 具有 一 62kcal/mol 的 自由 能 。 HRS 
环 引 入 氧 霉 素 乙 酰 转 移 酶 (CAT) 基因 前 导 序 列 的 不 
同位 点 ， 然 后 体外 转录 ， 并 在 S 标记 的 甲 硫 氨 酸 存 
在 时 翻译 其 转录 物 。 最 后 ， 电 泳 检测 CAT 蛋白 、 荧 
光 成 像 检 测 。 图 17. 20b 的 结果 表明 : 帽子 下 游 52nt 
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图 17.18 上 游 “ 障 碍 ”AUG 序列 环 
境 的 影响 。Kozak 构建 了 一 个 含有 大 
鼠 前 胰岛 素 原 转录 物 正常 AUG 起 始 密 
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= mt 转录 物 之 前 是 可 读 框 外 

的 AUG。 然后 在 上 游 AUG 周围 的 一 3 

ai g E AE 和 和 十 4 位 点 进行 突变 ， 分 析 对 胰岛 素 原 

3A A A A G G G G U A 合成 的 影响 左边 箭头 指示 正确 起 始 

Sot fof I I I I I I 的 胰岛 素 原 上 游 AUG 前 后 的 序列 环 

gaue 和 GO 境 越 好 ， 作 为 障碍 物 纠正 下 游 起 始 就 

+1 可 读 框 Le G 越 好 。 提 供 的 所 有 序列 与 在 mRNA 中 
4 GC U A G C uU A U U 


RIH. (Source: Kozak, M., Point 
mutations define a sequence flanking the 
AUG initiation codon that modulates translation by eukaryotic ribosomes, Cell 44 (31 Jan 1986) p.288, 
f. 6. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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W 17.19 多 重 翻译 起 始 位 点 的 影响 。(a) 构建 。Kozak 构建 了 3 个 结构 : X.Y 和 Z， 带 有 1、3 4 
贝 的 大 鼠 前 胰岛 素 原 起 始 位 点 。 此 位 点 包含 在 HindIILBamHI DNA 片段 内 ， 能 够 首尾 相连 ， 如 Y 和 Z 所 
示 ， 起 始 位 点 的 重复 拷贝 前 后 相连 。 每 一 结构 下 面 的 波浪 线 表示 编码 的 可 能 的 蛋白 质 。(b) 结果 。Kozak 
将 这 些 结构 转 人 哺乳 动物 细胞 ， 使 之 转录 、 翻 译 。 然 后 ， 免 疫 沉淀 法 检测 含 胰岛 素 原 的 多 肽 ， 电 沪 、 荧 光 
显 色 检测 。 真 实 的 胰岛 素 原 a) 是 结构 X 的 产物 ， 它 只 有 正常 的 起 始 位 点 ， 信 号 肽 能 被 切除 。 然 而 ， 结 
构 Y 有 3 个 起 始 密码 ， 产 物 只 有 c， 是 从 最 远 的 上 游 密码 子 起 始 的 。 同 样 结构 Z 有 4 个 起 始 密码 ， 产 物 只 
有 d， 是 从 最 远 的 上 游 密码 起 始 的 。c 或 d 的 信号 肽 不 能 被 切除 ， 因 为 它 在 蛋白 质 的 内 部 。( Source: 
Kozak, M. Translation of insulin-related polypeptides from messenger RNAs with tandemly reiterated cop- 
ies of the ribosome binding site. Cell 34 (Oct 1983) p.975, f. 4. Reprinted by permission of Elsevier Sci- 
ence, ) 


的 一 30kcal 茎 环 结构 不 能 干扰 翻译 ， 即 使 它 包 括 起 始 
AUG， 而 帽子 下 游 12nt 的 一 30kcal 茎 环 结构 强烈 地 
抑制 翻译 ， 可 能 是 因为 它 干扰 了 40S 核糖 体 亚 基 和 各 
因子 在 帽子 处 的 结合 。 此 外 ， 在 帽子 下 游 71nt 处 的 
一 62kcal 茎 环 能 彻底 阻止 CAT 蛋白 的 产生 。 

为 什么 具有 稳定 发 夹 的 结构 不 能 被 翻译 呢 ? 最 简 
单 的 解释 是 非常 稳定 的 茎 环 阻止 了 正在 扫描 的 40S 核 
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糖 体 亚 基 的 通过 ， 使 之 不 能 通过 起 始 密码 子 。 这 种 影 
响 只 在 顺 式 结构 (同一 个 分 子 上 ) 中 被 观察 到 。 当 结 
构 3 和 4 (或 3 和 1) 合 在 一 起 检测 时 ， 结构 3( 瀛 道 
4 和 6) 产生 的 线性 mRNA 上 可 发 生 翻 译 。 这 表明 不 
可 翻译 结构 在 某 种 形式 上 对 翻译 系统 是 无 害 的 。 

结构 2 可 被 很 好 地 翻译 ， 即 使 其 起 始 密码 子 被 隐 
藏 在 发 夹 结构 内 ， 这 一 事实 提示 核糖 体 亚 基 和 起 始 因 
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图 17. 20 mRNA 前 导 序列 的 二 级 结构 对 翻译 效率 的 影响 。(a) mRNA 结构 。Kozak 合成 了 图 中 的 前 导 序列 
结构 ， 红 色 是 帽子 结构 ， 起 始 密码 子 由 绿色 突出 ， 每 一 结构 的 3' 端 连 着 CAT 的 ORF, (b) 体外 翻译 结果 。 
Kozak 在 体外 转录 了 酶 结构 ， 在 兔 网 状 细胞 提取 物 中 加 有 [sxS] 甲 硫 氨 酸 来 翻译 mRNA。 电泳 标记 的 蛋白 质 ， 
菊 光 成 像 检 测 。 靠 近 帽子 结构 1) 的 短发 夹 干扰 了 翻译 间 的 长 发 夹 也 同样 干扰 了 翻译 。( Source，Kozak， 
M. , Circumstances and mechanisms of inhibition of translation by secondary structure in eukaryotic mRNAs. Mo- 
lecular and Cellular Biology 9 (1989) p. 5136, £. 3. American Society for Microbiology. ) 


子 能 够 打开 一 定量 的 双 链 RNA， 这 和 Kozak 最 初 的 
扫描 模型 所 预计 的 一 样 (图 17. 16) 。 然 而 ， 正 如 我 
们 刚才 所 见 ， 这 种 解 链 能 力 有 局 限 性 ， 结 构 4 中 的 
长 发 夹 有 效 地 阻止 了 核糖 体 亚 基 到 达 起 始 密码 子 。 
40S 核糖 体 亚 基 是 怎样 识别 AUG 起 始 密码 子 的 
WÈ? Thomas Donahue 及 同事 阐明 了 起 始 tRNA 
(tRNAM) 起 关键 作用 。 他 们 把 4 个 酵母 tRNA 
中 的 一 个 反 密 码 子 变 成 3-UCC-5'， 使 它 识别 AGG 
而 不 是 AUG。 然 后 ， 将 带 有 多 种 突变 起 始 密码 子 的 
hist 基因 转 人 Ais4 -酵母 菌株 。 图 17. 21a 显示 在 起 
始 密码 子 处 携带 AGG 密码 子 的 hix 基因 能 够 维持 
醇 母 生长 ， 而 其 他 替代 的 起 始 密码 子 都 不 行 ， 可 能 
是 因为 它们 不 能 与 已 发 生 改变 的 起 始 tRNA 的 UCC 
反 密 码 子 配对 。 在 另 一 个 实验 中 ， 研 究 者 把 第 二 个 
AGG 放 在 起 始 位 点 的 AGG 上 游 28nt 处 ， 以 其 改变 
可 读 框 ， 发 现 这 种 结构 不 能 维持 生长 。 此 结果 符合 
扫描 模型 ， 如 图 17. 21b 所 示 。 起 始 tRNA 以 及 本 例 
中 的 UCC 反 密码 子 结合 到 40S 核糖 体 亚 基 上 ,该 复 
合 物 扫描 mRNA， 搜 索 第 一 个 起 始 密码 子 〈 在 这 里 
是 AGG)。 由 于 第 一 个 AGG 在 hist 编码 区 的 可 读 
框 外 ， 翻 译 将 在 错误 的 可 读 框 发 生 ， 很 快 遇 到 终止 


密码 子 而 提前 终止 。 

扫描 模型 有 一 些 明 显 的 例外 。 其 中 最 清楚 的 是 
细小 核糖 核酸 病毒 (picornavirus) 的 多 顺 反 子 
mRNA, MFR RRM, EMS Tai. 
在 这 些 例子 中 ， 核 糖 体 不 必 扫 描 可 以 很 容易 地 在 内 
部 起 始 密码 子 处 进入 。 少数 有 帽子 结构 的 细胞 
mRNA 也 有 内 部 核糖 体 进入 序列 (internal ribosome 
entry sequence, IRES)， 可 以 直接 吸引 核糖 体 而 不 
用 帽子 帮助 ， 本 章 后 面 将 更 详细 地 讨论 这 一 现象 。 


小 结 ”通常 真 核 40S 核糖 体 亚 基 与 起 始 
tRNA (RNAM) 一 起 ,通过 结合 到 mRNA 的 
5' 幅 子 并 扫描 下 游 站 到 在 合适 的 序列 环境 中 找到 
第 一 个 AUG， 定 位 正确 的 起 始 密码 子 。 最 好 的 
序列 环境 是 AUG 中 的 A ZE+1, OSE 3 位 、 
GG 在 十 4 位 。 有 5%~10% 的 情况 ,核糖 体 亚 基 将 
跨 过 第 一 个 AUG， 继 续 搜寻 更 合适 的 AUG, 有 
时 核糖 体 明显 地 在 上 游 的 AUG 处 起 始 ， 翻 译 二 个 
短 的 ORF， 然 后 继续 扫描 并 在 下 游 的 一 个 AUG 处 
再 起 始 。 这 种 机 制 只 在 短 的 上 游 ORF 起 作用 。 
靠近 mRNA 5' 端 的 二 级 结构 对 起 始 有 正 的 或 负 的 
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(a) 


F ucg yor YOR YOR Yee 
Auc AAG ACG AGG 


tRNA 反 密码 
DD 


(b) 


图 17.21 起 始 tRNA 在 扫描 中 的 作用 。(a) 带 有 改变 了 反 密 码 子 的 起 始 tRNA 能 够 识别 互补 的 起 始 密码 
FP. Donahue 及 同事 把 酵母 起 始 tRNA 中 的 一 个 反 密 码 子 突变 为 3-UCC-5'， 然后， 用 高 拷贝 的 酵母 载体 
将 编码 该 突变 tRNA 的 基因 转 和 人 户 叶 -酵母 菌株 。 然 后 改变 hist 基因 的 起 始 密码 子 为 底部 所 列 5 种 形式 中 
的 任 一 种 ， 检 测 在 组 氨 酸 缺乏 时 突变 酵母 细胞 的 生长 。 当 起 始 密码 子 是 AGG 时 ， 能 与 起 始 tRNA 的 反 密 
码 子 UCC 配对 ， 突 变 的 mRNA 能 够 被 翻译 ， 生 长 发 生 。 (b) 上 游 额外 的 AGG 和 可 读 框 移 位 的 影响 。 
Donabue 和 他 的 同事 构建 了 一 个 hi ， 在 好 序列 环境 下 其 一 28 位 CE) 加 了 一 个 额外 的 AGG， 将 其 转 入 
带 有 UCC 反 密码 子 的 起 始 tRNA 细胞 中 ， 检 测 细胞 在 缺乏 组 氨 酸 时 的 生长 能 力 ， 发 现 其 生长 比 没有 上 游 
AGG CF) 的 细胞 明显 减 慢 。 显 然 ， 扫 描 中 的 40S 核糖 体 亚 基 与 突变 的 tRNA 一起， 过 到 第 一 个 AGG 
并 在 那儿 起 始 翻译 ， 产 生变 短 的 hit W. (Source; (a) Cigan, A.M., L. Feng, and T. F. Donohne, 
tRNA" functions in directing the scanning ribosomes to the start site of translation. Science 242 (7 Oct 


1988) p.94, f 1B & C (left). 


Wih, Rik AUG 之 后 的 发 夹 结构 能 迫使 核 精 体 
亚 基 暂 停 于 AUG， 央 而 激发 起 始 。 在 帽子 结构 
与 起 始 位 点 之 间 非 常 稳定 的 蕉 环 结构 能 阻止 楼 
糖 体 亚 基 扫 描 ， 因 而 阻止 起 始 。 一 些 病毒 和 细 
胞 mRNA 含有 IRES, 能 吸引 核糖 体 直接 到 
RNA 内 部 。 


真 核 生 物 的 起 始 因子 


我 们 已 经 了 解 到 细菌 的 翻译 起 始 需要 起 始 因子 
参与 ， 真 核 生 物 也 同样 需要 起 始 因子 。 可 是 如 你 所 
预期 ， 真 核 系统 比 细菌 系统 要 复杂 。 我 们 已 经 了 解 
的 其 中 一 个 额外 复杂 层次 是 扫描 过 程 ， 需 要 一 些 因 
子 识别 mRNA 5 端的 帽子 并 与 附近 的 40S 核糖 体 亚 
基 结 合 。 在 本 节 ， 我 们 将 探讨 真 核 生 物 起 始 不 同 阶 
段 所 参与 的 多 种 因子 ， 我 们 还 将 了 解 到 其 中 一 些 步 
又 是 翻译 过 程 调节 的 天 然 位 点 。 


真 核 生物 翻译 起 始 概 况 


图 17. 22 描述 了 真 核 生物 翻译 起 始 的 概况 ， 显 
示 了 参与 起 始 的 主要 起 始 因 子 。 注 意 ， 真 核 生 物 起 
始 因子 的 第 一 个 字母 都 是 e， 代表 “eukaryotic”。 
elF2 与 原核 生物 的 1F2 功能 相似 ,负责 把 氨 酰 - 
tRNA (Met-tRNA™ ) 结 合 到 核糖 体 上 。 
elIF2 与 IF2 类 似 的 另 一 方面 是 需要 GTP 完成 这 
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一 工作 。 当 elIF2 从 核糖 体 解 离 时 ，GTP 水 解 成 
GDP, GTP 必须 取代 eIF2 上 的 GDP, (i eIF2 恢复 
功能 。 这 一 过 程 需要 交换 因子 eIF2B,， 使 elF2 上 的 
GDP 与 GTP 交换 。 该 因子 也 称 作 GEF， 表 示 鸟 天 
WE MR EAA F (guanine nucleotide exchange 
factor)。 注 意 ， 在 某 个 步骤 发 挥 功能 的 所 有 因子 都 
以 相同 数字 标记 。 例 如 ， 起 始 氨 酰 -tRNA 的 结合 至 
少 需 要 两 个 因子 (eIF2 和 eIF2B) 参与， 两 个 因子 
都 用 数字 2 标注。 尽管 IF2 和 eIF2 之 间 具 有 结构 上 
的 相似 性 ， 但 两 者 并 不 同 源 ， 而 是 IF2 与 eIF5B 同 
源 ， 后 面 将 进行 探讨 。 

另 一 个 与 原核 因子 功能 相似 的 真 核 因子 是 
elF3， 它 结合 40S (小 ) 核糖 体 亚 基 ， 并 阻止 其 
与 60S (大 ) 亚 基 的 重新 结合 ， 这 类 似 于 IF3 的 
功能 。elF4F 是 一 个 复杂 的 帽子 结合 蛋白 ， 使 40S 
核糖 体 颗粒 结合 到 mRNA 的 5 端 。 一 旦 40S 颗粒 
结合 到 帽子 上 ， 就 要 求 eIFI1 (和 eIFIA) 去 扫描 起 
始 密码 子 。eIFs 没有 细菌 对 应 物 ， 它 促进 60S 核 
糖 体 亚 基 与 40S 起 始 复合 物 的 结合 ， 实 际 上 40S 
起 始 复合 物 叫做 48S 复合 物 ， 因 为 除了 40S 核糖 
体 亚 基 外 ， 它 还 包含 mRNA 和 许多 因子 ， 从 而 增 
加 了 沉降 系数 。 像 elF3 一 样 ，elF6 是 另 一 个 抗 结 
合 因子 ， 它 与 60S 核糖 体 亚 基 结合 防止 40S 亚 基 
的 过 早 结合 


40S 
(a) th 


MetiIRNAwe Met mRNA Met 


Met 
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ij (扫描 前 ) 
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图 17.22 真 核 生物 翻译 起 始 小 结 。(a) elF3 使 40S 核糖 体 亚 基 转 变 为 40Ss ， 抵 抗 与 60S 核糖 体 颗粒 的 结 
合 ， 并 准备 接受 起 始 氨 酰 -tRNA; (b) 在 elF2 的 帮助 下 ，Met-tRNAM" 结 合 40S\ 颗粒 ， 形 成 43S 复合 物 ; 
(c) 在 elF4F 协助 下 ，mRNA 结合 到 43S 复合 物 ， 形 成 48S 复合 物 ; (d) eIF1 和 1A 因子 促进 对 起 始 密码 
子 的 扫描 ; Ce) elF5 因子 促进 eIF2- 结 合 的 GTP 的 水 解 ， 这 是 核糖 体 亚 基 加 入 的 前 提 ，elF5B 有 核糖 体 依 


赖 性 GTPase 活性 ， 能 帮助 60S 核糖 体 颗粒 结合 


Ma 真 核 生物 起 始 因 子 有 下 列 一 般 功 能 : 
dF2 参与 Met-tRNAM* 与 核糖 体 的 结合 。elF2B 通 
过 GIP 取 代 GDP 而 激活 elF2, elFl 和 FIA 帮 
助 扫描 起 始 密码 子 。elF3 结合 40S 核糖 体 亚 基 并 
阻止 40S 与 60S 亚 基 的 重新 结合 。elF4F 是 个 帽子 
结合 蛋白 ， 能 使 40S 核糖 体 亚 基 结 合 到 mRNA 5! 
端 。eIF5 促进 60S 核糖 体 亚 基 与 48S 复 合 物 (40S 
亚 基 十 mRNA 十 MertRNAM) 的 结合 。elF6 结 
合 60S 亚 基 ， 阻 止 60S 亚 基 与 40S 亚 基 的 重新 结合 。 

eIF4F 的 功能 “我们 来 看 看 真 核 生 物 翻译 起 始 
的 主要 特点 ， 帽子 结构 的 作用 。 我 们 已 了 解 到 帽子 
结构 极 大 地 促进 了 mRNA 的 翻译 效率 。 这 意味 着 某 
个 因子 能 够 识别 mRNA 5 端的 帽子 结构 ， 帮 助 
mRNA 翻译 。1978 年 ，Nahum Sonenberg 及 同事 通 
过 将 蛋白 质 交 联 到 修饰 过 的 帽子 上 鉴定 出 一 个 帽子 
结合 蛋白 。 做 法 是 先 将 ; H- 呼 肠 孤 病毒 mRNA 的 加 
帽 核 苷 酸 的 核糖 氧 化 ， 使 其 2 -OH 和 3'-OH 变 成 活 
性 二 醛 ， 然 后 将 改变 的 mRNA SERAT- ER 
育 ， 结 合 到 被 修饰 帽子 上 的 任何 因子 的 自由 氨基 将 
共 价 地 结合 到 其 中 一 个 活性 乙 醛 上 ， 这 种 结合 可 经 
还 原作 用 而 持久 。 交 联 之 后 ， 用 RNase HAC T H 
子 之 外 的 所 有 RNA。 对 产物 电泳 ， 检 测 任何 交 联 到 
标记 帽子 上 的 蛋白 质 大 小 。 图 17. 23 显示 即使 在 低 
温 条 件 下 ， 有 一 条 约 24kDa 的 多 肽 可 结合 。 在 较 高 
温度 下 ， 另 外 一 对 较 高 分 子 质量 50 一 55kDa) 的 
多 肽 也 能 结合 。 然 而， 这 些 高 分 子 质量 多 肽 的 结合 
不 能 被 未 标记 的 m’ GDP 竞争 ， 而 对 24kDa 多 肽 的 
结合 可 以 被 帽子 类 似 物 竞争 ， 提 示 24kDa ZARA 
性 地 与 帽子 结合 ， 而 50 一 55kDa 多 肽 是 非特 异性 地 
结合 。 另 一 方面 ，GDP 与 50 一 55kDa 多 上 肽 竞争 对 
mRNA 的 结合 ， 但 不 与 24kDa 多 肽 竞争 ， 提 示 这 种 
大 多 肽 可 能 是 GDP- 结 合 蛋白 ， 而 不 是 帐 -结合 蛋白 。 

Sonenberg 及 同事 在 他 们 对 帽子 结合 蛋白 研究 
的 发 现 后 ， 接 着 通过 m GDP -琼脂 糖 柱 亲 和 层 析 纯 化 


48S 复合 物 ， 形 成 80S 复合 物 ， 准 备 好 翻译 mRNA, 


wit 1 2 3 4 5 6 7 

hg 因子 10251025151515 

温度 /*C 0 0 3030303030 
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图 17.23 通过 化 学 交 联 法 鉴定 帽子 结合 蛋白 。 
将 :HL 呼 肠 孤 病毒 mRNA HOTT RY RO, F 
化 成 一 个 活性 二 醛 。 然 后 将 起 始 因子 和 mRNA 交 
联 耦 合 任 一 帽子 结合 蛋白 ， 这 种 耦合 是 通过 帽子 
上 的 乙 醛 和 蛋白 质 上 一 个 自由 氨基 间 的 一 个 Schiff 
碱 基 来 完成 的 。 用 NaBH, CN 处 理 使 共 价 键 因 变形 
而 更 持久 。 接 着 用 RNase 消化 复合 物 ， 去 除 帽子 
以 外 的 所 有 成 分 。 电 泳 分 离 标记 的 帽子 结合 蛋白 
复合 物 ， 检 测 任何 结合 到 帽子 结构 的 多 肽 的 大 小 。 
每 一 泳 道 的 条 件 在 图 的 顶部 给 出 。 发 现 24kDa 条 
带 的 结合 被 m GDP 竞争 ,但 50 一 55kDa 条 带 不 
fi. (Source: Sonenberg, N., M. A., Morgan, 
W. C. Merrick, and A. J. Shatkin, A polypeptide 
in eukaryotic initiation factors that crosslinks spe- 
cifically to the 5'-terminal cap in mRNA. Pro- 
ceedings of the National Academy of Science 
USA 75 (1978) p. 4844, f.1.) 
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该 蛋白 质 ， 然 后 将 其 加 入 无 Hela 细胞 的 提取 物 中 ， 
证 明 它 能 促进 有 帽 mRNA 翻译 ， 但 不 能 促进 无 帽 
mRNA 的 翻译 图 17. 24) 。 在 两 个 实验 中 ， 他 们 用 
的 都 是 病毒 mRNA， 辛 德 毕 斯 (Sindbis) 病毒 
mRNA 是 加 帽 的 ， 脑 心肌 炎 病 毒 〈encephalomyocar- 
ditis) mRNA 是 无 帆 的 ( 脑 心肌 炎 病 毒 是 一 个 类 似 
于 消 储 灰质 炎 病 毒 的 细小 核糖 核酸 病毒 )。 我 们 知 
道 ， 细 小 核糖 核酸 病毒 mRNA 没有 帽子 结构 ， 但 它 
们 有 相应 的 机 制 确保 其 mRNA 翻译。 事实 上 它们 正 
是 利用 其 mRNA 的 无 帽 特性 消除 了 宿主 有 帽 mRNA 
的 竞争 ， 通 过 失 活 宿主 的 帽子 结合 蛋白 ， 阻 断 宿主 


(a) 加 帽 的 mRNA 


(0) 未 加 由 的 mRNA 
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图 17.24 


有 帆 mRNA HEE. FE RR A R 
炎 病 毒 感染 细胞 的 提取 物 作 为 帽子 结合 蛋白 分 析 系 
统 ， 任 何 能 恢复 该 细胞 提取 物 加 帽 mRNA 翻译 的 蛋 
白质 一 定 含有 帽 结合 蛋白 。 分 析 结果 显示 24kDa 蛋 
白 自身 很 不 稳定 ， 但 高 分 子 质量 复合 物 非 常 稳定 。 
Sonenberg 与 同事 精确 分 析 证 明 ， 纯 化 的 活性 复合 
物 包含 3 个 多 肽 ,原来 的 24kDa 帽子 结合 蛋白 、 分 
子 质量 为 50kDa 和 220kDa 的 另外 两 个 多 肽 〈 图 
17. 25)。 现 在 已 经 给 这 些 多 肽 重新 命名 ，24kDa 帆 
子 结 合 蛋 白 是 elF4E，50kDa 多 肽 是 eIF4A，220kDa 
多 肽 是 eIF4G。3- 多 肽 复合 物 整体 称 作 elF4F。 


(c) 加 帽 的 mRNA 


(d) 未 加 帽 的 mRNA 


150 


RNA/pg 


帆 子 结合 蛋白 促进 有 帆 MRNA 的 翻译 但 不 促进 无 帆 MRNA 的 翻译 。Shatkin 及 同事 在 CS) P 


硫 氨 酸 存在 时 ， 用 无 Hela 细胞 提取 物 研究 有 帆 和 无 帆 mRNA 的 翻译 。 图 (a) 和 (c) 有 或 无 帽子 结合 蛋 
白 时 ， 有 帽 辛 德 毕 斯 病毒 MRNA 的 翻译 。(b) 和 Cd) 有 或 无 帽子 结合 蛋白 时 ， 无 帽 的 细小 核糖 核酸 病毒 
(EMC) mRNA 的 M yk. (Source; Adapted from Sonenberg，N. ，H.Trachsel，S. Hecht, and 
A. J. Shatkin, Differential stimulation of capped mRNA translation in vitro by cap-binding protein. Nature 


285: 331, 1980.) 


小 结 ”eIF4F 是 由 3 部 分 组 成 的 帽子 结合 蛋 
白 , eIF4E 具有 实际 的 帽子 结合 活性 ， 另 两 个 亚 
基 elF4A 和 elF4G 协助 其 结合 。 

elF4A 和 elIF4B 的 功能 elF4A SAKE elF4F 的 
一 个 亚 基 ,但 它 又 能 独立 存在 ， 具 有 独立 功能 ， 是 
DEAD 蛋白 家 族 的 成 员 ， 该 家 族 有 共同 氨基 酸 序列 
Asp (D), Glu (E), Ala (A), Asp (D) 和 RNA 解 
旋 酶 CRNA helicase) 活性 ， 因 此 能 打开 经 常 在 真 
核 mRNA 5 前 导 序列 上 发 现 的 发 夹 结构 。 为 有 效 发 
挥 这 一 功能 ，elF4A 需要 eIF4B 的 协助 。eIF4B 有 一 
个 RNA 结合 域 ， 能 促进 eIF4A 对 mRNA 的 结合 。 
Arnim Pause 和 Sonenberg 用 一 个 很 成 熟 的 体外 分 析 
系统 证 明了 eIF4A 和 4B 的 活性 。 他 们 从 elF4A 和 
AB 基因 的 细菌 克隆 产物 开始 ， 以 避免 其 他 真 核 蛋 白 
的 污染 。 然 后 加 入 标记 的 RNA 解 旋 酶 底 物 (图 
17. 26 左边 )。 该 底 物 是 具有 5 互补 端的 两 个 40nt 
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RNA 形成 的 10bp RNA 双 螺 旋 。 如 果 RNA 解 旋 酶 
解 开 此 10bp 结构 ， 它 就 能 分 开 这 两 个 40nt 的 单 体 。 
通过 电泳 很 容易 区 别 单 体 和 二 聚 体 。 单 体形 式 越 多 ， 
RNA 解 旋 酶 活性 越 强 。 

如 图 17. 26 所 示 ， 少 量 的 elF4A (有 ATP) 引起 
微弱 解 旋 〈 泳 道 3)， 提 示 该 因子 有 一 定 的 自身 RNA 
解 旋 酶 活性 。 这 种 解 旋 酶 活性 受 elF4B 激发 〈 泳 道 
5)， 并 依赖 AIP 《比较 泳 道 4 和 5)。elIF4A 越 多 , 产 
生 的 RNA 解 旋 酶 活性 越 高 ( 泳 道 6 和 7)。elF4B 没 
有 解 旋 酶 活性 〈 泳 道 8)。 因 此 ， 两 个 因子 合作 解 开 
RNA 螺旋 及 其 发 顽 结 构 ， 这 一 活性 依赖 于 ATP. 

小 结 elF4A 有 RNA 解 旋 酶 活性 ， 能 够 解 
开 在 真 核 生物 mRNA 5 前 导 序列 中 发 现 的 发 夹 结 
构 。 这 一 功能 由 另 一 因子 elF4B 协 助 ， 并 需要 
ATP 维持 活性 。 

eIF4G 的 功能 ”大 多 数 真 核 生物 mRNA 是 加 幅 
的 ， 幅 子 有 助 于 核糖 体 结合 。 但 有 些 病 毒 mRNA 没 


MkDa 
200 — SP <- elF4G 


50. 
me + elF4A 
Caiz elF4F 


30- 
24— W <- elF4E 


E 17.25 elF4F (完整 帽子 结合 蛋白 ) 的 组 成 。 
Sonenberg 及 同事 用 一 系列 步 又 包括 m GTP 亲 和 层 
析 纯 化 了 帽子 结合 蛋白 ， 然 后 用 SDS-PAGE 显示 纯 
化 蛋白 的 亚 基 。 亚 基 的 分 子 质量 和 标准 分 子 
(200kDa, 46kDa, 30kDa) 在 左边 标 出 。 由 3 个 多 
肽 组 成 的 复合 物 叫做 eIF4F。(Source: Edery, 工 ， 
M. Hiimbelin, A. Darveau, K. A. W. Lee, S. Mil- 
burn, J. W. B. Hershey, H. Trachsel, and N. Son- 
enberg, Involvement of eukaryotic initiation factor 
4A in the cap recognition process, Journal of Bio 
logical Chemistry 258 (25 Sept 1983) p. 11400, 
{, 2, American Society for Biochemistry and Molecu- 
lar Biology. ) 


有 帽子 ， 这 类 mRNA 及 少数 细胞 MRNA 具有 IRES 
来 帮助 核糖 体 结合 。 此 外 我 们 知道 ，mRNA 3 端的 


poly (A) 尾 可 促进 翻译 。 至 少 在 酵母 细胞 ， 后 一 过 
程 涉及 核糖 体 对 mRNA 的 结合 ， 这 种 结合 需 通过 
poly (A) 结合 蛋白 Pablp。elF4G 蛋白 参与 所 有 这 类 
翻译 起 始 ， 作 为 与 多 种 不 同 蛋白 质 相互 作用 的 接头 。 
图 17. 27 图 示 eIF4G 参与 翻译 起 始 的 4 种 不 同 
RB. P 17. 27a eIF4G 在 普通 的 加 帽 mRNA 上 行 
使 功能 。eIF4G 的 氨基 末端 结合 elF4E， 后 者 又 结合 
到 帽子 上 。eIF4G 的 中 央 部 分 与 eIF3 结合 ，eIF3 再 
结合 40S 核糖 体 颗粒 。 因 此 ， 通 过 栓 系 eIF4E 和 
eIF3，elF4G 使 40S 亚 基 靠 近 mRNA 的 5 端 ，40S 
亚 基 从 那里 开始 扫描 。 图 17. 27b 为 细小 核糖 核酸 病 
毒 如 消 髓 灰质 炎 病 毒 对 翻译 起 始 的 破坏 。 病 毒 蛋 白 
酶 切 去 cIF4G 的 氨基 末端 ， 使 它 不 再 与 eIF4E 作用 
识别 帽子 。 因 此 ， 加 帆 的 细胞 mRNA 不 能 被 翻译 。 
但 是 ，eIF4G 的 剩余 部 分 仍然 能 结合 消 赃 灰质 炎 病 
F IRES 的 V 结构 域 ， 所 以 40S 亚 基 仍 被 召集 到 病 
HE mRNA 上 。 实 际 上 ， 著 名 的 能 根除 背 租 灰质 炎 的 
萨 宾 疫 苗 (Sabin vaccine) 含有 3 个 衰减 的 病毒 株 
系 。 每 个 株 系 中 重要 的 衰减 事件 是 病毒 IRES 的 V 
结构 域 发 生 改 变 ， 降 低 了 对 elF4E 的 亲 和 性 ， 从 而 
有 损 病毒 mRNA 的 翻译 。 图 17. 27c 显示 结合 到 
mRNA poly (A) 尾 的 Pablp 如 何 与 elF4G 相互 作 
用 , 将 40S 亚 基 召 集 到 mRNA 的 。 最 后 ， 图 17. 27d 
显示 同时 发 生 的 elF4G 和 elF4E 的 相互 作用 对 帽子 的 
结合 与 dlF4G 和 Pablp 相互 作用 对 mRNA poly (A) 
尾 的 结合 〈 译 者 注 : 图 17. 27d 在 第 四 版 未 给 出 ) 。 
elF4G 在 mRNA 两 端 对 蛋白 质 的 双重 结合 有 效 地 循 
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图 17.26 elF4A 的 RNA 解 旋 酶 活性 。Pause 和 Sonenberg 检测 了 ATP, elF4A 和 elF4B (如 图 上 
方 指示 ) 结合 到 放射 性 解 旋 酶 底 物 上 的 情况 (右边 所 示 )。RNA 解 旋 酶 解 开 10bp 底 物 的 双 链 区 ， 
将 二 聚 物 变 成 两 个 单 体 。 二 聚 物 和 单 体 很 容易 通过 凝 胶 电 泳 分 离 (如 左边 所 示 )， 用 放射 自 显影 
检测 。 前 2 个 泳 道 是 在 低 、 高 温度 时 的 底 物 ， 高 温 使 底 物 的 双 链 区 溶解 ， 产 生 单 链 。 泳 道 3 一 8 B 
示 ATP 和 elF4A 是 解 旋 酶 活性 所 必需 的 ，elF4B 激发 这 一 活性 。( Source: Pause A. and 
N. Sonenberg, Mutational analysis of a DEAD box RNA helicase: The mammalian initiation transla- 
tion factor elf-4A. EMBO Journal 11 (1992) p. 2644, f 1.) 
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(a) RFRA 


图 17.27 4 种 不 同情 形 下 ，eIF4G 在 40S HOHE 
粒 结合 中 的 接头 作用 。(a) 加 帽 的 mRNA。eIF4G 
在 eIF4E 结合 帽子 和 elF3 结合 40S 核糖 体 颗粒 之 
间作 为 接头 。 这 个 分 子 链 的 形成 将 40S 颗粒 结合 到 
mRNA 上 靠近 帽子 的 位 点 ， 使 其 在 此 开始 扫描 。 
eIF4A 也 结合 到 eIF4G 上 ， 但 在 这 里 所 示 的 相互 作 
用 中 不 起 作用 。(b) 具有 IRES 的 mRNA, IRES 可 
能 与 RNA 结合 蛋白 OO) 相互 作用 ，X 再 结合 
eIF4G， 确 保 对 40S 颗粒 的 召集 。 即 使 elF4G 的 N 
端 被 细小 核糖 核酸 病毒 蛋白 酶 切除 后 ， 这 种 相互 作 
用 也 会 发 生 ， 细 小 核糖 核酸 病毒 蛋白 酶 阻 断 对 有 帆 
细胞 mRNA 的 结合 。 (c) poly (A) 的 参与 。 酵 母 
mRNA 3' 端的 poly (A) 结合 Pablp， 后 者 结合 
elIF4G， 因 而 有 助 于 召集 40S 颗粒 。 Cd) 帽子 结构 
和 poly (A) 的 协作 。 结 合 了 帽子 的 elF4E 和 结合 
T poly (A) 的 Pablp 都 与 eIF4G 结合 ， 共 同 对 40S 
颗粒 的 结合 起 作用 。(Source: Adapted from 
Hentze, M. W.. elf4: A multipurpose ribosome 
adapter? Science 275: 501, 1997. ) 


HT mRNA， 从 而 至 少 在 3 方面 影响 翻译 。 第 一 ， 
结合 到 3'-UTR 的 调节 蛋白 和 miRNA 靠近 帽子 ， 由 
此 可 帮助 它们 影响 翻译 起 始 ; 第 二 ， 完 成 一 轮 翻译 
的 核糖 体 靠 近 帽 子 ， 可 能 促进 再 起 始 ; Ria, 
mRNA 两 端 被 隐藏 起 来 ， 使 降解 mRNA 的 RNase 不 
能 接近 。 
小 结 “elF4G 是 一 种 适配器 蛋白 ， 与 多 种 蛋白 
质 结合 ， 包 括 edlF4E (帽子 结合 蛋白 )、elF3 (40S 
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核糖 体 亚 基 结 合 蛋白 )、Pablp [poly (A) 结合 蛋 
白 ]。 通 过 与 这 些 蛋 白质 的 相互 作用 ， eIF4G 将 40S 
核糖 体 亚 基 召 集 到 mRNA 上 从 而 激活 翻译 起 始 。 
eIF3 的 结构 和 功能 ”我们 刚才 了 解 到 elF3 与 
eIF4E 和 eIF4G 合作 将 加 帽 的 mRNA 召集 到 40S 核 
糖 体 颗粒 上 。 我 们 也 了 解 到 它 与 IMG 合作 将 带 有 
TRES 的 细小 核糖 核酸 病毒 mRNA 召集 到 40S 核糖 
体 颗粒 上 。 我 们 还 学 习 了 elF3 阻止 60S 核糖 体 颗粒 
在 起 始 过 程 完成 前 与 40S 颗粒 结合 。2005 年 报道 的 
elF3 结构 研究 有 助 于 解释 这 些 重要 的 行为 。 
Eva Nogales 及 同事 拍摄 了 elF3 和 elF3 与 其 几 
种 不 同 搭档 结合 的 冰冻 电子 显 微 〈cryo-electronic 
microscopy) 照片 ， 他 们 得 到 的 结构 分 辩 率 很 低 
(H 30A) ， 但 是 通过 比较 有 无 搭档 时 的 结构 ， 可 以 
清楚 地 看 出 搭档 相对 于 eIF3 的 位 置 。 首 先 ， 图 
17. 28a 显示 人 类 eIF3 自身 3 个 不 同方 向 的 结构 ， 它 
是 个 复杂 的 蛋白 质 ， 至 少 含有 12 个 多 肽 ， 其 结构 也 
相应 地 复杂 ， 像 人 形 ， 有 头 、 两 个 腹 膊 、 两 条 腿 。 
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图 17.28 人 类 eIF3 和 eIF-HCV IRES 复合 物 的 冰冻 
电镜 (cryoe EM) 结构 。 (a) elF3 在 3 个 方向 的 结 
构 。 不 同 视角 间 的 旋转 角度 在 底部 标 出 ，〈b) eIF- 
IRES 复合 物 的 3 种 不 同 构象 结构 。 左 边 的 电镜 图 显 
示 这 3 种 构象 的 平均 外 貌 。 彩 色 3D 模型 源 自 这 3 种 
平均 外 貌 。 构 象 ATH. (Source: Reprinted with 
permission from Science, Vol.310, Bunpote Siri- 
dechadilok, Christopher S. Fraser, Richard J. Hall, 
Jennifer A.Doudna, and Eva Nogales, 
Roles for Human Translation Factor elf3 in Initiation 
of Protein Synthesis,” Fig 1, p. 1513. Copyright 
2005, AAAS, ) 


“Structural 


接着 他 们 得 到 了 3 种 不 同形 式 的 再 型 肝炎 病毒 
(HCV) 未 加 帽 mRNA 的 IRES 与 eIF3 复合 物 的 结 
构 。 与 细小 核糖 核酸 病毒 中 的 IRES 通过 elF4G 与 
elF3 相互 作用 不 同 ，HCYV 的 IRES 可 直接 与 clF3 相 


IRES 


E 17.29 elF3-IRES-40S 复合 物 模型 。 两 种 视图 的 
差别 在 于 标 出 的 旋转 角度 。 复 合 物 3 部 分 的 颜色 分 
别 为 ，eIF3 洋红 色 ，IRES 紫色 ，40S 核糖 体 颗粒 黄 
绿色 。 星 号 标 出 核糖 体 结合 的 C 激酶 CRACK) 的 
位 置 。( Source，Reprinted with permission from 
Science, Vol. 310, Bunpote Siridechadilok，Chris- 
topher S. Fraser, Richard J. Hall, Jennifer A. Dou- 
dna, and Eva Nogales, “Structural Roles for Hu- 
man Translation Factor elF3 in Initiation of Protein 
Synthesis,” Fig. 3a, p.1514, Copyright 2005, 
AAAS, ) 


互 作 用 ， 因 此 替代 了 eIF4E 和 eIF4G。 图 17. 28b 显 
示 出 在 elF3 左 辟 的 肩 上 明显 多 出 一 个 电子 密度 区 ， 


图 17.30 图 谐 定位 eIF4G 在 eIF3 上 的 结 
合 位 点 和 IF3-eIF4G-40S 复合 物 模型 。 
(a) elF3-IRES 模型 ， 特 别 强调 elF4G 的 
位 置 ， 注意 在 eIF4G 左下 角 IRES 和 (a) 
elF4G HM; (b) IF3-eIF4G-40S 复合 
物 模型 ， 标 出 了 mRNA 5 端的 路 径 ，A、 
P, E fi tRNA 结合 在 核糖 体 上 的 位 点 ， 
将 在 第 18 章 和 第 19 章 讨论 。5'm’G 指 
mRNA 帽子 ，el 指 elF1 的 位 置 ， 颜色 标 
注 同 图 17.29。 (Source: Reprinted with 
permission from Science, Vol. 310, Bun- 
pote Siridechadilok, Christopher S. Fraser, 
Richard J. Hall, Jennifer A. Doudna, and 
Eva Nogales, “Structural Roles for Human 
Translation Factor elF3 in Initiation of Pro- 
tein Synthesis,” Fig.4 ac, p.1515, 
Copyright 2005, AAAS. ) 


小 结 Cryo-EM 研究 表明 ，elF3 是 个 5 AS 
的 蛋白 质 ， 可 以 通过 相同 位 点 结合 eIF4G 和 病毒 
IRES 的 突出 部 分 。 这 个 发 现 揭示 了 IRES 如 何苦 
AR elF4G 召集 elF3， 进 而 召集 40S 核糖 体 亚 基 到 
mRNA 上 。 这 些 研究 产生 了 elF3-IRES-40S 复 合 


可 能 与 IRES 对 应 ， 但 是 仔细 比较 复合 物 的 最 普通 
形式 〈 构 型 -1) 与 eIF3 自身 的 结构 ， 可 发 现 eIF3- 
IRES 复合 物 的 复合 视图 。 

在 前 期 的 cryo-EM 研究 中 ,建立 了 IRES-40S 核 
糖 体 颗粒 模型 ， 因 此 Nogales 及 同事 可 以 将 他 们 的 
eIF3-IRES 模 型 与 IRES40S 模型 放 在 一 起 ,建立 
elIF3-IRES-40S 颗粒 复合 物 〈 图 17. 29) 。 在 该 复合 物 
中 ，elF3 的 位 置 有 助 于 解释 eIF3 阻止 40S 和 60S 核 
糖 体 颗粒 过 早 结合 的 活性 ，elF3 位 于 两 个 颗粒 之 间 的 
关键 接触 点 上 ， 因 此 可 以 阻挡 它们 相互 接触 。 

接 下 来 ，Nogales 及 同事 比较 了 eIF3-eIF4G 与 
elF3 的 结构 ， 确 定 eIF4G 相对 于 elF3 的 位 置 。 如 图 
17. 30a 所 示 ，elF4G 结合 到 elF3 的 左 臂 尖 上 与 
IRES 的 突出 部 分 相同 的 位 置 。 这 有 助 于 解释 IRES 
为 什么 能 替代 eIF4G， 这 两 个 分 子 在 elF3 上 有 相同 
的 作用 位 点 ， 推测 两 者 以 相似 的 方式 召集 eIF3 
和 40S 核糖 体 颗粒 。 

知道 了 eIF4G 在 哪儿 结合 elIF3，Nogales 及 同 
事 就 可 以 推断 在 eIF4G-IRES-40S 颗粒 复合 物 中 
eIF4G 的 位 置 了 。 图 17. 30b 给 出 了 这 个 复合 物 的 模 
型 ,包括 mRNA 结合 到 该 核糖 体 颗粒 上 的 路 径 。 
elIF4G 的 位 置 靠近 mRNA 5 端的 帽子 。 这 很 有 意 
思 ， 因 为 帽子 结合 蛋白 elF4E 是 结合 eIF4G 的 ， 它 
应 该 在 与 帽子 直接 作用 的 位 置 。 


物 模型 ， 解 释 了 elIF3 如 何 阻止 40S 和 60S 的 过 早 
结合 ,eIF3 阴 断 了 这 两 个 核糖 体 颗粒 间 的 关键 接 
触 点 。 研究 结 果 还 表明 elF4G 进而 是 eME 被 定 
位 到 靠近 结合 在 40S 核糖 体 颗粒 上 的 mRNA 帽子 
处 ,所 以 eIF4E 处 在 执行 其 帽子 结合 任务 的 位 置 上 。 
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elFl 和 elF1A 的 功能 在 体外 eIF1 对 翻译 活性 
只 起 很 小 的 激发 作用 〈 约 20%)， 因 此 ， 长 期 以 来 
都 认为 elIF1 的 作用 可 有 可 无 。 然 而 ， 编 码 elFl 和 
eIF1A 的 基因 对 酵母 活力 至 关 重要 ， 所 以 它们 的 产 
物 不 会 可 有 可 无 。 那 么 ， 它 们 起 什么 作用 呢 ? Taty- 
ana Pestova 及 同事 发 现 了 答案 。 没 有 elFl 和 
elF1A，40S 亚 基 只 能 扫描 几 个 核 苷 酸 ， 如 果 根 本 没 
有 elF1 和 elFIA， 它 只 能 松散 地 结合 mRNA。 有 了 
这 些 因子 ，40S 颗粒 才能 扫描 起 始 密码 子 ， 形 成 稳 
定 的 48S 复合 物 。 

Pestova 及 同事 利用 基于 引物 延伸 技术 (第 5 


5' 帆 


(a) 无 40S 亚 基 e —— 


(b) 40S 亚 基 ，ATP， 复合 物 I( 扫 描 前 ， 不 稳定 ) 


除了 elF1 和 elF1A 
的 所 有 起 始 因子 


(c) ”40S 亚 基 ，ATP， 
包括 elF1 和 eIF1A 
的 所 有 起 始 因子 
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章 ) 的 趾 纹 分 析 (toeprint assay) 定位 40S 核糖 体 
亚 基 结 合 mRNA 时 的 前 沿 〈leading edge)。 他 们 分 
离 出 40S 亚 基 和 哺乳 动物 B 球 蛋白 mRNA 的 复合 
物 ， 然 后 将 复合 物 与 引物 混合 ， 该 引物 与 mRNA 起 
始 密码 子 的 下 游 结合 。 用 核 华 酸 和 反 转 录 酶 延伸 引 
物 ， 当 反 转 录 酶 碰 上 40S 亚 基 的 前 沿 时 就 停 下 来 ， 
所 以 延伸 引物 的 长 度 可 表明 前 沿 的 位 置 。 如 果 将 
40S 亚 基 看 成 一 只 脚 ， 其 前 沿 就 是 脚 指头 ， 这 就 是 
为 什么 我 们 称 其 为 由 纹 分 析 。 最 后 ，Pestova 及 同事 
对 引物 延伸 产物 做 电泳 分 析 ， 测 定 其 大 小 。 图 
17.31 给 出 了 这 个 过 程 的 示意 图 。 


稳定 ) 


图 17.31 趾 纹 分 析 原理 。(a) 阴性 对 照 。 省 去 重要 成 分 40S， 所 以 40S 核糖 体 亚 基 与 mRNA 不 能 形 
成 复合 物 。 没 有 40S 颗粒 阻 断 反 转 录 ， 引 物 可 延伸 至 mRNA 的 5' 端 ， 产 生 相应 于 裸 mRNA 的 截断 延 


伸 的 引物 。 


(b) 缺乏 eIF1 和 eIF1A 时 形成 的 复合 物 。 加 入 左边 列 出 的 所 有 成 分 ， 但 省 去 elF1 和 
elFIA。 复 合 物 I 在 帽子 处 形成 ， 但 是 不 再 前 行 。 因 此 ， 


引物 延伸 了 很 长 距离 到 达 40S 颗粒 的 前 沿 。 


Cc) 在 elF1 和 eIF1A 存在 时 形成 的 复合 物 。40S 颗粒 扫描 下 游 ， 在 起 始 密码 子 (AUG) 处 形成 稳定 复 
合 物 复合 物 11) 。 因 此 ， 引 物 在 被 48S 复合 物 中 40S 颗粒 的 前 沿 挡住 之 前 只 延伸 了 一 段 很 短 的 距离 。 
(Source; Adapted from Jackson, R. J. , Cinderella factors have a ball. Nature 394; 830, 1998. ) 


实际 结果 见 图 17.32。 泳 道 1 和 2 只 含有 
mRNA 或 mRNA 与 40S 亚 基 ， 没 有 起 始 因子 ， 所 
以 没有 复合 物 形成 。 泳 道 3 含有 mRNA、40S 亚 
基 、elF2、elF3、eIF4A、elF4B 和 elF4F。 这 些 因 
子 只 促进 复合 物 KIER, BAA TE, 
在 这 些 条 件 下 ，40S 颗粒 的 前 沿 相对 于 mRNA 的 
帽子 在 十 21 到 十 24 之 间 。 如 果 40S 亚 基 结 合 到 帆 
子 上 尚未 开始 扫描 或 只 扫描 了 最 短 距离 ， 这 是 在 我 
们 预计 的 位 置 附近 。 泳 道 4 含有 泳 道 3 的 所 有 因 
子 ， 再 加 上 起 始 因 子 的 混合 物 ， 起 始 因子 是 用 缓冲 
液 洗涤 核糖 体 ， 然 后 收集 可 被 浓度 为 50% 一 70% 
硫酸 铵 沉淀 的 蛋白 质 而 获得 。 很 明显 ， 起 始 因子 混 
合 物 加 上 其 他 因素 可 促进 复合 物 IWER, HNE 
相对 于 起 始 密码 子 AUG 的 A 在 十 15 和 十 17 之 间 。 
如 果 40S 颗粒 位 于 起 始 密码 子 的 中 心 ， 这 基本 上 是 
我 们 所 预计 的 位 置 。 
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HET HK, Pestova 及 同事 纯化 了 50% ~ 70% ii 
酸 锭 组 分 中 的 重要 蛋白 质 ， 匀 浆 获 得 部 分 氨基 酸 序 
列 ， 和 鉴定 结果 证 明 是 eIF1 和 eIF1A。 图 17. 32 yit 
5 和 6 表明， 这 两 个 因子 单独 都 不 能 激发 复合 物 I 
的 形成 。 泳 道 ? 证 明 它们 合 起 来 可 专 一 性 地 引起 复 
合 物 工 形 成 。 因 此 ， 这 两 个 因子 相互 配合 促进 复合 
物 卫 的 形成 。 在 泳 道 8， 先 让 复合 物 [形成 5min， 
然后 加 入 elF1 和 elF1A， 在 这 种 条 件 下 只 有 复合 物 
NBR. 因此 ,复合 物 1 并 不 是 最 终 产物 ， 起 始 因 
子 可 以 将 其 转换 为 复合 物 II。 

elFl 和 elF1A 将 复合 物 [转换 为 复合 物 [只 是 
简单 地 引起 40S 亚 基 在 同一 mRNA 上 扫描 到 更 远 
处 ， 还 是 这 两 个 因子 引起 40S 颗粒 与 mRNA 解 离 然 
后 再 扫描 起 始 密码 子 呢 ? 为 了 找 出 答案 ，Pestova 及 
同事 在 放射 性 标记 的 mRNA 上 形成 复合 物 I， 然后 
在 有 或 无 15 倍 过 量 未 标记 竞争 mRNA 条 件 下 ， 加 


图 17.32 RADHAR. Pestova 及 同事 按 图 
17. 31 所 示 以 哺乳 动物 的 B 球 蛋白 mRNA BLS 
分 析 实验 。 每 个 分 析 所 加 入 的 成 分 在 泳 道 1 一 8 
的 上 部 列 出 。“50% 一 70%A. S 组 分 ”( 泳 道 4) 
是 指 通过 离心 沉淀 0% 一 70% 浓 度 硫酸 锐 核糖 体 
洗涤 液 中 的 蛋白 质 而 获得 的 起 始 因子 。“eIF1 十 
eIFIA〈t=5 )” 是 指 加 入 其 他 因子 Smin 之 后 再 
加 elFl 和 eIF1A。 泳 道 C、T、A 和 G 是 对 相应 
F HREH mRNA 的 DNA 测序 结果 ， 放 上 这 些 
测序 泳 道 是 作为 标准 来 确定 复合 物 中 40S 核糖 体 
UREN (RESO) 的 准确 位 置 。 起 始 密码 
子 (AUG) 的 位 置 在 左边 给 出 ， 相 应 于 全 长 流失 
延伸 引物 、 复 合 物 1、 复 合 物 II 的 条 带 在 右边 给 
出 ,包括 40S 颗粒 相对 于 帽子 和 起 始 密码 子 的 前 
沿 。eIF1 和 eIF1A HRA BRGY A. 
(Source: Pestova, T.V., S L Borukhov, and 
C. V. T. Hellen, Eukaryotic ribosomes require ini- 
tiation factors 1 and 1A to locate initiation codons, 
Nature 394 (27 Aug 1998) f.2, p.855. Copy- 
right © Macmillan Magazines Ltd. ) 


A elF1 和 elIFIA， 用 蔗糖 梯度 超速 离心 纯化 48S 复 
合 物 〈 预 计 是 复合 物 II 的 等 价 物 )， 然 后 用 液体 闪 
烁 计数 〈 第 5 章 ) 测定 复合 物 的 放射 性 。 
正如 所 预期 的 (图 17. 33)， 他 们 发 现在 没有 竞 
争 mRNA 时 有 一 个 清楚 的 48S 放射 性 峰 ， 但 是 在 温 
育 开始 就 加 入 竞争 mRNA 时 ， 或 者 在 复合 物 1 形成 
Smin 后 加 入 竞争 mRNA 时 ， 没 有 出 现 48S 的 放射 
性 峰 。 因 此 ，eIF1 和 eIF1A 不 是 简单 地 使 40S 亚 基 
扫描 下 游 并 在 相同 的 标记 mRNA 上 形成 复合 物 II, 
否则 在 复合 物 1 形 成 Smin 后 加 入 这 些 因 子 和 竞争 
mRNA 时 ， 应 当 能 看 见 标记 的 48S 复合 物 。 相 反 ， 
这 些 因子 干扰 了 在 标记 mRNA 上 的 复合 物 1， 迫 使 在 
过 量 未 标记 mRNA 上 形成 新 的 复合 物 。 预 计 40S 亚 
基 放 弃 了 标记 的 mRNA， 结 合 到 未 标记 MRNA HH 
Fl, 扫描 其 起 始 密 码 子 ,形成 复合 物 I. 因此 ， 
elFl 和 elFIA 不 仅 对 适当 48S 复合 物 形成 很 重要 ， 它 
们 也 破坏 了 40S 亚 基 与 mRNA 之 间 的 不 适当 复合 物 。 
小 结 ”eIFl 和 elF1A 一 起 促使 稳定 48S 复 
合 物 的 形成 ， 该 复合 物 包括 起 始 因 子 、Met- 
tRNA 及 结合 在 mRNA 起 始 密码 子 上 的 40S 核 
糖 体 亚 基 。eIF1 和 elFIA 表现 为 解 离 40S 核糖 
体 亚 基 与 mRNA 之 间 不 合适 的 复合 物 ， 促 进 
48S 稳定 复合 物 的 形成 。 
elFS 和 elF5B 的 功能 “一旦 elF2 将 Met-tRNA 
送 到 40S 核糖 体 亚 基 上 ， 并 且 mRNA 也 结合 上 来 形 
成 完整 48S 起 始 复合 物 之 后 ，elF2 需 从 复合 物 上 解 
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图 17.33 竞争 RNA 对 48S 复合 物 形成 的 影响 。 
Pestova 及 同事 将 [*P]-B- 球 蛋白 mRNA 与 40S 
核糖 体 颗粒 加 上 起 始 因 子 和 未 标记 的 竞争 RNA 
AGHA, MAMAW AR: 无 竞争 RNA 
( 蓝 色 ); 竞争 RNA (绿色 )， 在 零 时 加 入 eIF1 和 
eIFIA; 竞争 RNA (红色 )， 在 孵育 min 时 〈 复 
合 物 [已 形成 ) 加 入 eIF1 MelFIA, HZ, 
对 混合 物 进行 莽 糖 梯度 超速 离心 ， 测 定 稳 定 的 
48S 复合 物 形成 ， 包 括 40S 颗粒 、[2P]mRNA、 
Met-tRNAM 。 用 组 分 数 与 每 组 分 液体 闪烁 计数 
的 放射 性 《每 分 钟 次 数 ，cpm) 作 图 。 梯 度 的 上 
部 在 19 号 ， 如 图 右 下 角 所 示 。( Source: Adap- 
ted from Pestova, T. V., S I Borukhov, and 
C.V.T. Hellen, Eukaryotic ribosomes require 
initiation factors 1 and 1A to locate initiation co- 
dons. Nature 394; 856, 1998.) 


离 下 来 。 完 成 这 一 过 程 需要 GTP 水 解 ， 但 与 IF2 不 
同 的 是 ，eIF2 需要 另 一 个 因子 elFs 来 帮助 自己 水 解 
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所 结合 的 GTP。 即 使 在 elF5 诱导 结合 在 elF2 上 的 GIP 
水 解 之 后 ，48S 复合 物 仍然 不 能 接受 60S 核糖 体 亚 基 来 
完成 起 始 过 程 ， 还 需要 另外 一 个 因子 elF5B 的 参与 。 

2000 年 ，Christopher Hellen 及 同事 在 检测 elF2 
解 离 之 后 ，elF5 诱导 60S 核糖 体 亚 基 结 合 48S 复合 
物 的 能 力 时 发 现 了 eIF5B。 他 们 发 现 单独 eIF5 RB 
以 引起 核糖 体 亚 基 的 结合 ， 但 是 高 离子 强度 缓冲 液 
洗涤 核糖 体 所 得 蛋白 质 复合 物 能 够 与 eIF5 一 起 引起 
核糖 体 亚 基 的 结合 。 他 们 从 这 种 “ 盐 洗 脱 ” 物 中 ， 
纯化 出 eIF5B， 该 蛋白 质 有 诱导 -接合 活性 。 单 独 纯 
化 的 eIF5B (或 通过 基因 克隆 而 得 到 的 修饰 过 的 
elF5B) 不 能 诱导 亚 基 结 合 ， 但 是 在 其 他 因子 存在 时 
它 能 促使 亚 基 的 结合 ， 这 些 因子 包括 eIF1、eIF2、 
elF3 和 elF5。 

那么 , 这 种 亚 基 -接合 反应 需要 GTP 水 解 吗 ? 
将 事先 形成 的 48S 复合 物 与 eIF5、elF5B、60S 亚 基 
以 及 GTP 或 其 不 可 水 解 的 类 似 物 一 一 GDPNP 分 别 
混合 。 没 有 GTP 或 GDPNP 时 ， 无 亚 基 结 合 发 生 。 
因此 ，GTP 是 需要 的 。 并且，GDPNP 能 够 支持 亚 
基 结 合 ， 但 需要 化 学 平衡 量 的 eIF5B。 此 外 ，eIF5B 
在 激发 亚 基 接合 过 程 中 与 GTP 一 起 发 挥 催化 作用 。 
因为 GDPNP 足以 支持 结合 ， 所 以 GTP 水 解 对 亚 基 
结合 是 非 必需 的 。 

Hellen 及 同事 也 发 现 GDPNP 存在 时 形成 的 
elF5B 不 能 从 80S 复合 物 上 释放 ， 但 GTP 存在 时 形 
成 的 eIF5B 能 从 复合 物 上 释放 。 因 此 ，GTP 水 解 是 
eIF5B 从 核糖 体 释 放 所 必需 的 。 在 这 方面 ，eIF5B 与 
原核 生物 的 IF2 类 似 ，IF2 从 核糖 体 释放 需要 GTP 
水 解 。 这 两 个 因子 在 具有 核糖 体 激发 的 GTPase 方 
面 也 相似 ， 它 们 都 在 核糖 体 亚 基 接 合 方面 起 相似 的 
作用 。 事实 上 ， 一 方面 ， 这 两 个 因子 是 同 源 的 ， 所 
以 它们 功能 相似 不 足 为 奇 另 一 方面 ，eIF5B 又 与 
IF2 完全 不 同 ， 它 不 能 促进 Met-tRNAM 的 结合 ， 而 
IF2 却 能 在 原核 生物 中 执行 这 一 功能 。 在 真 核 生 物 
中 是 eIF2 有 这 样 的 功能 ， 而 不 是 elF5B。 

小 结 .-eIF5B 与 原核 生物 的 IF2 同 源 。eIF5B 
在 结合 GTP 和 激发 两 个 核糖 体 亚 基 的 结合 方面 
与 IF2 相似 。 在 这 个 反应 中 ，eIF5B 与 elIF5 共同 
发 挥 作用 。eIF5B 在 利用 GTP 的 水 解 促进 自身 与 
核糖 体 分 离 ， 使 蛋白 质 合成 能 够 开始 方面 与 IF2 
也 很 相似 ， 与 下 2 不 同 之 处 在 于 它 不 能 促使 氮 酰 - 
tRNA 结合 到 核糖 体 小 亚 基 上 。 在 真 核 细胞 中 这 
一 任务 由 elF2 完成 。 


17.3 ”翻译 起 始 的 调控 


我 们 已 经 研究 了 真 核 细胞 基因 在 转录 及 转录 后 
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水 平 的 表达 调控 ， 但 调控 也 在 翻译 水 平 发 生 。 既 然 
已 具有 转录 水 平 的 广泛 调控 ， 有机体 为 什么 还 要 进 
化 出 翻译 水 平 对 基因 表达 的 调控 机 制 呢 ? 翻译 调控 
的 最 大 优势 是 速度 。 只 需 启动 已 有 mRNA 的 翻译 ， 
新 基因 产物 就 能 够 很 快 地 产生 ， 这 对 真 核 生物 尤其 
重要 ， 因 为 其 转录 物 相 对 较 长 ， 需 要 较 长 的 时 间 去 
合成 。 很 自然 ， 大 多 数 的 翻译 调控 发 生 在 起 始 
阶段 。 


细菌 的 翻译 调控 


我 们 已 经 学 过 多 数 细菌 基因 表达 的 调控 发 生 在 
转录 水 平 。 绝 大 多 数 细菌 mRNA 非常 短 的 寿命 (只 
有 1 一 3min》 与 这 一 机 制 相 符 ， 这 样 能 使 细菌 迅速 
响应 变化 的 环境 。 虽然 多 顺 反 子 转录 物 上 的 不 同 顺 
反 子 被 翻译 的 程度 不 同 ， 例 如 ，LacZ、Y 和 A 顺 反 
子 产生 蛋白 质 的 摩尔 比 是 10 : 5 : 2， 但 这 个 比率 在 
多 数 情 况 下 是 常量 ， 它 仅 反映 出 3 个 顺 反 子 的 
Shine-Dalgarno 序列 的 相对 效率 和 多 顺 反 子 mRNA 
各 部 分 降解 速度 的 不 同 。 但 确实 有 真正 的 细菌 翻译 
调控 的 例子 存在 ， 我 们 来 讨论 一 下 其 中 的 几 个 。 

mRNA 二 级 结构 的 转换 ”从 本 章 的 图 17.9 可 
SL, mRNA 的 二 级 结构 在 翻译 效率 方面 起 作用 。 
RNA BARDBL MS2 家 族 的 复制 酶 顺 反 子 的 起 始 密码 
子 被 埋 在 双 链 结构 中 (它们 是 外 壳 基 因 的 一 部 分 )， 
EARE T A ft ZS lB MG DR AZE AFE A 
Aa A eR. BOI AEA Boh, 
打开 藏 有 复制 酶 基因 起 始 密码 子 的 二 级 结构 。 

另 一 个 通过 mRNA 结构 调控 翻译 的 例子 是 第 8 
章 提 到 的 在 E.coli 热 激 过 程 中 ARGA. 4 
E.coli 细胞 经 历 从 正常 的 37 仿 到 42 仿 的 温度 变化 时 ， 
会 打开 一 套 热 激 基 因 来 应 对 温度 升 高 。 这 些 新 的 热 
激 基因 对 o” 而 不 是 正常 的 om 做 出 响应 。 但 是 ，o 
在 热 激 后 不 到 Imin 就 开始 累积 ， 这 段 时 间 对 于 o” 
基因 (rpoH) 的 转录 和 相应 mRNA 的 翻译 来 说 太 
短 了 ， 怎 样 解释 o 的 这 种 迅速 累积 呢 ? 

有 两 种 答案 。 第 一 ， 先 前 存在 的 通常 是 不 稳定 
的 中 变 得 稳定 了 ; 第 二 ， 与 我 们 在 这 里 讨论 的 更 相 
关 的 是 只 基因 在 翻译 起 始 水 平 受 到 调控 。 编 码 o* 
的 mRNA 通常 折 屋 成 其 起 始 密 码 子 被 隐藏 在 二 级 结 
构 中 的 形式 。 也 就 是 说 ， 起 始 密码 子 与 mRNA 下游 
区 域 的 其 他 碱 基 配 对 。 当 温度 升 高 时 ， 碱 基 配 对 引 
起 的 二 级 结构 变性 ， 暴 露出 起 始 密码 子 ，mRNA 被 
翻译 。 因 此 这 个 特殊 o 因子 总 是 有 许多 mRNA, 但 
是 在 温度 升 到 危险 水 平 之 前 是 不 能 被 翻译 的 。 换 句 
话说 ， 这 种 在 mRNA 上 的 内 在 热 感受 器 允许 加 热 来 
激发 在 翻译 水 平 的 基因 表达 。 

1999 年 ，Takashi Yura 及 同事 用 rpoH 基因 的 


衍生 物 提供 了 强 有 力 的 证 据 支 持 这 一 假说 ,rpoH 
基因 产生 如 图 17. 34 所 示 的 二 级 结构 mRNA, 衍生 
物 mRNA 与 野生 型 mRNA 具有 相同 的 调控 特征 。 
注意 ， 在 起 始 密 码 子 和 mRNA 靠近 3' 端 区 域 的 碱 基 


图 17.34 部 分 rpoH mRNA 的 二 级 
结构 。 显 示 茎 1 碱 基 配 对 区 的 序列 ， 
包括 起 始 密 码 子 AUG (加 框 的 )。 
(Source; Adapted from Morita, M. 
T., Y. Tanaka, T.S. Kodama, Y. 
Kyogoku, K. Yanagi, and T. Yura, 
Translational induction of heat shock 
transcription Factor o”. Evidence for 
a builtin RNA thermosensor. Genes 
and Development 13 [1999] p. 656, 
f. 1b. ) 


GREE | 的 碱 基 配对 更 强 时 ， 诱 导 作 用 被 减 
Hi. PM, AF AUG 密码 子 A 的 十 5 位 的 C， 在 
正常 情况 下 与 对 应 链 的 U 不 配对 ， 但 是 当 这 个 C 变 
为 A 时 ， 就 可 以 与 U 配对 , HAE [的 稳定 性 增加 
2. 9kcal/mol， 由 此 将 诱导 作用 由 正常 的 3. 5 们 降低 到 
只 有 1.4 倍 。 这 一 结果 是 合理 的 ， 因 为 强 的 碱 基 配 对 
更 难 被 热 打 断 。 此 外 ， 减 弱 碱 基 配 对 的 突变 在 高 温和 
低温 下 都 能 增强 基因 的 表达 。 这 也 是 合理 的 ， 因 为 较 
弱 的 碱 基 配 对 即使 在 较 低 的 温度 下 也 容易 被 打 断 。 
小 结 “细菌 mRNA 非常 短命 这 一 事实 意味 
着 转录 调控 在 这 类 生物 中 是 一 种 非常 有 效 的 控制 
基因 表达 的 方式 , 但 是 翻译 调控 也 是 存在 的 . 
mRNA 二 级 结构 可 以 控制 翻译 的 起 始 ， 例 如 ， 在 
MS2 类 鸣 菌 体 中 ， 起 始 密码 子 埋 在 二 级 结构 中 直 
到 核糖 体 翻译 农 壳 基因 后 才 打开 这 个 结构 。 在 另 
一 个 例子 中 E.coli MEA sigma AF o” 
mRNA 的 起 始 密码 子 受 二 级 结构 抑制 ， 该 二 级 结 
构 可 被 加 热 破坏 ， 因 此 ， 热 激 可 引起 o mRNA 
起 始 密码 子 的 立刻 暴露 ， 暴 发 REER. 
被 蛋白 质 和 RNA 诱导 的 mRNA 二 级 结构 的 转 
换 在 第 16 章 我 们 学 过 叫做 microRNA 的 小 RNA 
可 以 控制 真 核 生物 mRNA 的 稳定 性 和 翻译 。 细 菌 中 


ROMER “EP 可 阻止 该 mRNA 在 生理 条 件 下 的 
SHE. RH, Yura RAPES [处 进行 突变 ， 使 碱 
基 配 对 更 强 或 更 弱 ， 然 后 测定 这 些 突变 对 热 诱导 的 
效应 。 


的 翻译 也 能 被 一 类 叫做 小 RNA (small RNA, 
SRNA) 的 短 RNA 所 控制 ， 它 们 作用 于 mRNA 的 二 
级 结构 。 例如， 胁迫 sigma 因子 (rpoS) mRNA 的 
起 始 密码 子 通常 是 埋 在 二 级 结构 中 的 ， 几 乎 没有 蛋 
白质 合成 。 但 是 ， 如 图 17. 35 所 示 ，DsrA sRNA 与 
伴侣 蛋白 Hig 合作 可 以 与 mRNA 的 上 游 区 域 碱 基 配 
对 ， 暴露 rpoS 的 起 始 密码 子 使 翻译 发 生 。 

我 们 在 第 7 章 学 过 ， 核 开关 (riboswitch) 是 
mRNA 的 内 部 区 域 ， 可 因 结合 小 分 子 而 改变 构象 ， 
从 而 开启 或 关闭 基因 表达 。 例 如 ， 通 过 从 衰减 子 到 
终止 子 的 转换 ， 引 起 翻译 的 训 减 。RNA 里 结合 小 分 
子 的 区 域 叫做 核酸 适 体 (aptamer) 。 

Ronald Breaker 及 同事 在 2002 年 发 现 的 核 开关 
是 最 早 发 现 的 例子 之 一 。 他 们 发 现下 coli 编码 合成 
硫 胺 (维生素 B) 所 需 酶 类 的 mRNA 至 少 有 2 种 构 
象 。 当 硫 胺 或 硫 胺 焦 磷酸 结合 到 mRNA 的 一 个 核酸 
适 体 时 ，mRNA 的 构象 隐藏 核糖 体 结合 位 点 ， 所 以 
mRNA 不 能 翻译 。 这 当然 是 有 益 的 ， 因 为 硫 胶 的 存 
在 指示 细胞 不 要 浪费 能 量 合成 更 多 的 合成 硫 胺 的 酶 。 
注意 ， 在 这 个 核 开关 中 没有 蛋白 质 介 入 ， 小 分 子 硫 
胺 自己 就 能 改变 mRNA 的 构象 。 

Breaker 及 同事 也 证 明 合成 辅酶 B12 的 酶 中 ， 编 
码 其 中 一 个 酶 的 mRNA 的 前 导 序 列 〈leader) 可 以 
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(a) 弱 翻 译 5 
©: TOT, AuG 


(b) 强 翻译 
5. 5 


E AUG 
SD 


W 17.35 sRNA 激活 的 rpoS mRNA 翻译 的 模型 。 
(a) rpoS mRNA 的 5 -UTR 内 的 碱 基 配 对 产生 茎 
环 , 隐藏 了 SD 序列 和 起 始 密 码 子 (AUG). 
(b) DsrA sRNA 结合 到 RNA 结合 蛋白 Hiq 上 并 
与 部 分 5-UTR 碱 基 配对 ， 打 开 SD 序列 和 起 始 密 
码 子 以 便 与 核糖 体 结合 。 


结合 到 辅酶 上 ， 引 起 该 mRNA 结构 的 改变 ， 这 个 结 
构 对 调控 辅酶 的 合成 非常 重要 。 他 们 猜想 是 否 有 一 
种 共同 的 机 制 适用 于 硫 胺 的 生物 合成 途径 ， 因 为 编 
码 该 途径 酶 类 的 其 中 2 个 基因 (thiM 和 thiC) 都 含 
有 thi box 保守 的 序列 和 二 级 结构 。 

相应 地 ， 他 们 将 两 种 thi 盒子 连接 到 lacZ 报告 
基因 上 ， 然 后 检测 这 个 重组 子 在 有 或 无 硫 胺 条 件 下 
产生 他 半 乳 糖苷 酶 的 能 力 ， 发 现 硫 胺 BE PLE 
的 合成 分 别 下 降 了 18 和 110 f. Kit, thi EFA 
实 参与 基因 活性 的 抑制 。 在 thiC 重组 子 ，thi 的 抑 
制作 用 大 多 数 都 是 转录 水 平 的 ， 而 在 thiM 重组 子 ， 
thi 的 抑制 作用 全 部 是 翻译 水 平 的 。 由 于 本 章 是 学 习 
翻译 调控 ， 因 此 我 们 集中 讨论 thiM 基因 。 

接着 ，Breaker 及 同事 应 用 串联 探测 (in-line 
probing) 技术 检测 硫 胺 或 其 衍生 物 是 否 引起 mRNA 
前 导 序 列 的 结构 变化 。 该 策略 是 基于 无 结构 RNA 
对 自发 切割 的 敏感 性 高 于 有 很 多 二 级 结构 分子 内 
的 碱 基 配 对 ) 或 三 级 结构 (三 维 结构 ) 的 RNA。 所 
以 研究 者 将 thiM mRNA 在 有 或 无 硫 胺 素 焦 磷 酸 
(TPP) 条 件 下 孵育 40h， 然 后 对 产物 电泳 ， 检 测 在 
何 处 发 生 了 切割 。 图 17. 36a 揭示 ， 在 两 种 情况 下 都 
有 大 量 切割 发 生 ， 但 是 有 显著 区 别 。 具 体 讲 ， 在 
TPP 存在 下 ， 区 间 39~80 (包括 thi) 很 少 发 生 
切割 。 

还 要 注意 星 号 所 指 区 间 (126 一 130)， 这 是 在 
TPP 存在 下 唯一 较 有 序 的 区 域 〈 很 少 切割 )， 除 了 
thi BRE SM 〈5' -side) 的 几 个 核 苷 酸 。 这 个 区 域 
涵盖 核糖 体 结合 的 Shine-Dalgarno 序列 。 这 些 结果 
提示 TPP 引起 thiM mRNA 构象 的 转换 ,使 Shine 
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Dalgarno 序列 隐藏 在 碱 基 配 对 茎 中 ， 由 此 阻止 核糖 
体 结合 ， 降 低 mRNA 翻译 的 效率 。 

Breaker 及 同事 鉴定 出 GAAG 序列 ， 见 图 
17. 36b 中 橙色 加 亮 区 。GAAG REE thi RM, 
可 以 与 P8 26 Shine-Dalgarno 序列 对 面 的 108 一 111 
位 〈 也 用 橙色 加 亮 ) 的 CUUC 碱 基 配 对 。 由 此 提示 
CUUC (108~111 位 ) 碱 基 在 正常 情况 下 与 thi & 
末端 的 GAAG 碱 基 配对 ， 使 Shine Dalgarno 序列 为 
核糖 体 所 利用 。 这 种 mRNA 结构 允许 进行 活路 的 翻 
译 ， 而 TPP 通过 与 chi 盒 的 核酸 适 体 结合 ， 改 变 了 
mRNA 的 结构 ,使 108~ 111 位 的 CUUC $j Shine- 
Dalgarno 序列 的 GGAG 碱 基 配 对 ， 隐 藏 了 Shine 
Dalgarno 序列 ， 核 糖 体 不 能 结合 ， 从 而 减 慢 翻译 。 

由 这 个 假设 可 以 做 出 几 个 预测 。 第 一 ， 含 有 thi 
盒 的 一 段 mRNA 应 当 对 低 浓度 的 TPP 做 出 响应 。 
Breaker 及 同事 确实 发 现 165nt K, AA thi A 
(165thiM RNA) mRNA 的 结构 性 修饰 在 只 有 
600nmol/L. 的 浓度 时 是 半 完 整 的 〈half-complete) 。 
第 二 ，TPP 应 当 紧 密 地 结合 到 165thiM RNA E, 
Breaker 及 同事 利用 平衡 透析 技术 证 明 它 确实 是 紧密 
结合 的 。 平 衡 透 析 利 用 标记 的 配 体 〈 本 例 中 所 -标记 
的 TPP) 和 另 一 个 大 分 子 (165thiM RNA), HE 
们 分 别 放 在 两 个 小 室 中 ， 隔 以 透析 膜 ， 使 小 分 子 的 
TPP 可 以 透 过 ,但 大 分 子 的 RNA 被 滞留 。 当 两 个 
室 之 间 建立 了 平衡 后 ， 实 验 人 员 测 定 了 每 个 室 中 的 
标记 量 ， 由 此 得 出 解 离 常数 。 本 例 中 ， 含 RNA 小 
室 的 标记 量 远 远 高 于 另 一 个 室 ， 表 明 是 解 离 常数 很 
低 的 〈 在 TPP 和 RNA 之 间 有 紧密 结合 ) 。 

第 三 个 预测 是 硫 胺 家 族 成 员 与 thiM RNA 的 结 
合 应 当 是 专 一 性 的 。 确 实 ， 硫 胺 、 硫 胺 磷酸 、TPP 
与 RNA 结合 得 很 好 ， 但 是 氧化 硫 胺 及 其 他 衍生 物 
结合 得 不 好 。 最 后 ， 对 RNA 做 修饰 干扰 了 thiM 前 
导 序 列 的 重要 结构 元 件 ， 会 阻 断 TPP 的 结合 和 
thiM 表达 的 控制 。Breaker 及 同事 通过 对 参与 推测 
Æ P3, P5, P8 的 一 些 碱 基 的 修饰 验证 了 这 个 预期 
结果 。 突 变 RNA 都 不 能 与 TPP 结合 ， 在 TPP 存在 
下 没有 表现 出 thiM 表达 的 降低 。 但 是 恢复 PS、P5、 
PS 茎 碱 基 配对 的 补偿 突变 都 恢复 了 TPP 结合 和 
thiM 控制 。 例 如 ， 将 106 位 碱 基 由 U 变 为 G，107 
位 碱 基 由 A 变 为 C， 可 阻 断 130 和 131 位 分 别 与 A 
和 CC 的 碱 基 配 对 ， 从 而 使 P8 减弱 ， 阻 断 了 TPP 的 
结合 和 控制 。 但 是 ， 如 果 130 和 131 位 的 A 和 C 分 
别 被 变 为 G AU, TPP 的 结合 和 控制 得 到 恢复 。 因 
此 ， 在 这 3 个 茎 中 的 碱 基 配 对 看 上 去 对 控制 都 很 重 
要 ， 正 如 这 个 假说 所 预测 的 那样 。 

小 结 小 RNA 与 蛋白 质 协 调 作 用 可 影响 
mRNA 二 级 结构 控制 翻译 的 起 始 . 核 开关 通过 
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W 17.36 thiM mRNA 对 TPP 的 结合 。(a) 165thiM mRNA 的 串联 探测 。Breaker 及 同事 在 TPP 
有 (十 ) 或 无 (一) REF, E 25°C FF 165chiM mRNA 40h, NR 泳 道 的 RNA BARER, OH 
和 T1 表示 RNA 分 别 与 碱 基 和 RNase WI. (b) 预计 的 有 TPP 时 165thiM mRNA 的 二 级 结构 。 
Thi 使用 蓝 色 加 亮 ， 红 色 碱 基 表 示 经 过 TPP 还 原 切 割 ， 黄 色 未 配对 碱 基 在 切割 时 未 变化 。 此 处 显 
示 的 橙色 碱 基 CUUC 与 Shine-Dalgarno 序列 (SD) 的 GGAG 配对 ，AGGA 是 CUUC 的 另 -一 个 搭 
#4. (Source: Nature, 419, Wade Winkler, Ali Nahvi, Ronald R. Breaker, “Thiamine derivatives 
bind messenger RNAs directly to regulate bacterial gene expression,” fig. 1 a-b, p.953, Copyright 
2002, reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd. ) 


mRNA 的 一 级 结构 也 可 用 于 控制 翻译 起 始 。E. coli 
的 thiM mRNA 的 5-UTR 含 有 一 个 核 开关 ， 包括 
一 个 核酸 适 体 ， 它 可 结合 硫 胺 及 其 代谢 物 硫 胺 磷 
酸 ， 尤 其 是 硫 胺 素 焦 磷酸 “CTPP)。 当 TPP 丰富 
AY, TPP 就 与 核酸 适 体 结合 引起 mRNA 构象 改 
BE, 将 Shine- Dalgarno 序 列 隐藏 在 二 级 结构 中 。 这 
种 转换 使 SD 序列 不 为 核糖 体 所 发 现 ， 从 而 抑制 
mRNA 的 翻译 。 这 样 可 节省 能 量 ， 因 为 hiM mRNA 
编码 产生 更 多 硫 胺 的 酶 ， 从 而 产生 更 多 的 TPP. 


真 核 生 物 的 翻译 调控 
真 核 生物 mRNA 的 寿命 比 原核 生物 长 ， 所 以 有 


更 多 的 翻译 调控 机 会 。 翻 译 中 的 限 速 因素 通常 是 起 
始 ， 所 以 我 们 期 望 找 出 在 这 一 水 平 的 最 有 效 调控 。 
这 种 调控 的 最 普遍 机 制 是 起 始 因子 的 磷酸 化 ， 并 且 
我 们 知道 有 些 磷 酸化 在 某 个 地 方 是 抑制 性 的 ， 而 在 
另 一 个 地 方 又 是 激活 性 的 。 最 后 ， 有 一 个 例子 是 蛋 
白质 直接 结合 到 mRNA 的 5 -UTR 阻止 翻译 ,而 去 
除 这 个 蛋白 质 就 激活 翻译 。 

起 始 因子 eIF2a 的 磷酸 化 认识 最 清楚 的 抑制 
性 磷酸 化 例子 发 生 在 网 织 红细胞 (reticulocyte) 中 ， 
该 细胞 只 产生 血红 蛋白 。 但 有 时 候 网 织 红细胞 缺乏 
血红 素 〈 血 红 蛋 白 的 含 铁 部 分 )， 此 时 再 继续 生产 血 
红 蛋 白 的 ef 球 蛋 白 就 是 浪费 了 ， 但 网 织 红细胞 不 
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是 停止 产生 球 蛋白 mRNA， 而 是 按 以 下 方式 阻 断 对 
它们 的 翻译 (图 17. 37)。 血 红 素 缺 乏 激发 了 一 个 被 
称 为 血红 素 调控 抑制 物 〈heme-controlled repressor, 
HCR) 的 蛋白 激酶 的 活性 。 该 酶 使 eIF2 的 一 个 亚 基 
elIF2a 磷酸 化 。eIF2 的 磷酸 化 形式 对 eIF2B 的 结合 
比 通常 更 紧密 。elF2B 是 一 个 起 始 因子 ， 其 功能 是 
使 elF2 上 的 GTP 交换 为 GDP。 若 elF2B 对 磷酸 化 
的 eIF2 结合 得 太 紧 ， 就 不 能 在 其 他 eIF2 分 子 上 自 
由 进行 GTP 和 GDP 的 交换 ， 这 样 eIF2 就 保持 无 活 
性 的 GDP 结合 形式 ， 不 能 将 Met tRNAM 结合 到 


(a) 亚 铁 血红 素 丰富 
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Wa (4) 
let 

elF28 ] 
or Ba Met 


40S 核糖 体 上 。 因 此 ， 翻 译 起 始 立 即 停止 。 

抗 病毒 蛋白 干扰 素 (interferon) 遵循 同样 的 途 
径 。 在 干扰 素 和 双 链 RNA (出 现在 许多 病毒 感染 
里 ， 但 不 在 正常 细胞 里 ) 存在 时 ， 另 一 个 eIF2a 激 
酶 被 活化 。 这 个 激酶 被 称 作 DAI (double-stranded 
RNA-activated inhibitor of protein synthesis)， 表 示 
双 链 RNA 激活 的 蛋白 合成 抑制 物 。DAI 的 作用 与 
HCR 相同 ， 都 是 阻 断 翻译 起 始 。 这 对 病毒 感染 的 细 
胞 有 益 ， 因 为 病毒 已 经 控制 了 细胞 ， 阻 断 翻 译 将 阻 
止 子 代 病 毒 的 繁殖 ， 因 而 降低 感染 。 


图 17.37 elF2a 的 磷酸 化 对 翻 
译 的 抑制 。(a) 亚 铁血 红 素 丰 
A, 没有 抑制 。 步 又 1，Met- 
tRNAM" 结 合 到 eIF2-GTP 复合 
体 ， 形 成 三 元 Met-tRNAM 
GTP-elF2 复合 物 。elF2 AF 
是 一 个 不 恒 等 亚 基 的 3 分 子 缩 
BD (a. RAY. PR, = 
元 复合 物 结合 到 40S 核糖 体 亚 
基 。 步骤 3，GTP 水 解 成 GDP 
和 磷酸 起 ,使 GDP-elF2 复合 
体 从 40S 核糖 体 上 游离 下 来 ， 
脱离 Met-tRNAM 的 黏附 。 步 
BA, clF2B 结合 到 elF2-GDP 
复合 体 。 步骤 5，elF2B 在 复 
合 物 上 用 GTP 交换 GDP, 步 
W6, eIF2B 从 复合 物 上 游离 


Met 


GTP 下 来 。elF2-GTP 和 Met-tR- 


NAM* 能 够 聚集 在 一 起 形成 新 
的 复合 物 ， 开 始 新 一 轮 的 起 
始 。(b) 亚 铁血 红 素 缺 乏 导 致 
翻译 的 抑制 。 步 又 A, HCR 
(被 亚 铁血 红 素 缺 乏 所 激活 ) 
连接 一 个 磷酸 基 到 eIF2 的 a 亚 
基 . 步骤 1 一 5 与 (a) 的 相 
同 , 但 步骤 6 被 阻止 ， 因 为 
elF2B 对 磷酸 化 elF2a 的 高 亲 
AA, 阻止 其 解 离 。eIF2B 被 
紧密 地 东 缚 在 复合 物 上 ， 翻 译 
起 始 被 抑制 。 


小 结 “ 真 核 生 物 mRNA 的 寿命 相对 较 长 ， 
所 以 对 番 译 进行 调控 的 机 会 比 原核 生物 要 多 。 
<IF2 的 = 亚 基 是 翻译 调控 的 偏 受 狠 位 。 在 血红 素 
缺乏 的 网 织 红细胞 中 ，HCR 是 激活 的 ， 因 此 它 
能 使 IF2e 磷 酸化， 抑制 翻译 起 始 。 在 病毒 感染 
的 细胞 中 ， 另 一 种 激酶 DAI 是 活化 的 ， 它 也 使 
eIF2x 磷酸 化 ， 掉 制 翻译 起 始 。 

eIF4E 结合 蛋白 的 磷酸 化 ”翻译 起 始 中 的 限 速 
步骤 是 帽子 结合 因子 eIF4E 对 帽子 的 结合 。 有 趣 的 
是 ，eIF4E 也 要 被 磷酸 化 ， 但 其 磷酸 化 不 是 抑制 而 
是 促进 翻译 的 起 始 。 磷 酸化 的 elIF4E 对 帽子 结合 的 
亲和力 是 未 磷酸 化 eIF4E 的 4 倍 ， 由 此 可 解释 其 对 
翻译 的 促进 作用 。 我 们 知道 ， 有 利于 eIF2a 磷酸 化 
和 翻译 抑制 的 条 件 不 利于 细胞 生长 〈 如 血红 素 缺 乏 
和 病毒 感染 )， 提 示 有 利于 eIF4E 磷酸 化 和 促进 翻译 
的 条 件 应 该 有 利于 细胞 生长 ， 一 般 来 说 这 是 正确 的 。 
用 胰岛 素 或 促 细胞 分 裂 素 刺激 细胞 分 裂 可 导致 
eIF4E 磷酸 化 的 增强 。 

胰岛 素 和 多 种 生长 因子 ， 如 血小板 衍生 生长 因 
F (PDGF) 通过 另 一 个 途径 促进 哺乳 动物 的 翻译 
起 始 ， 该 途径 涉及 eIF4E。 多 年 来 我 们 已 经 知道 ， 
胰岛 素 和 许多 生长 因子 与 细胞 表面 的 专 一 性 受 体 相 
互 作用 (图 17. 38)。 这 些 受 体 带 有 具 酷 氨 酸 激酶 活 
性 的 胞 内 结构 域 ， 当 与 其 配 体 相互 作用 时 ， 这 些 受 
体能 够 二 来 化 ， 并 自动 磷酸 化 。 换 句 话说 ， 一 个 单 
体 的 酪 氮 酸 激酶 结构 域 ， 使 另 一 个 单 体 的 酷 氨 酸 砚 
酸化 .由 此 引发 了 第 12 章 所 述 的 几 个 信号 转 导 途 
径 。 其 中 一 条 途径 激活 mTOR 蛋白 ，mTOR 的 其 中 
一 个 臣 位 是 蛋白 PHAS-I。PHAS-I 结 合 eIF4E， 抑 
制 其 活性 ， 具 体 讲 是 PHAS-I 抑制 eIF4E 与 elF4G 
的 结合 。 一 旦 被 mTOR 磷酸 化 ，PHAS- 就 从 
eIF4E 上 游离 下 来 ， 再 自由 地 与 elF4G 结合 ,促进 
mRNA 和 40S 核糖 体 亚 基 活性 复合 物 的 形成 (图 
17. 38 和 图 17. 27) ， 因 此 增强 翻译 。 

1994 年 ，Sonenberg 及 同事 用 Far Western 筛选 
结合 eME 的 蛋白 质 时 ， 发现 了 人 的 PHAS-I。Far 
Western 筛选 方法 除了 探 针 用 普通 的 标记 蛋白 质 代 
蔡 抗 体 以 外 ， 与 抗体 表达 库 的 筛选 (第 4 章 ) 相似 。 
所 以 ， 这 里 是 寻找 两 个 非 抗 体 蛋 白质 的 相互 作用 ， 
而 不 是 一 个 蛋白 质 被 一 个 抗体 的 识别 。 本 例 中 ， 研 
究 者 用 eIF4E 衍生 物探 测 了 人 表达 文库 (E Xgtll 
里 )， 寻 找 eIF4E 结合 蛋白 。 探 针 是 IME, BAT 
心肌 激酶 Cheart muscle kinase, HMK) 的 磷酸 化 
位 点 ， 该 位 点 随后 被 [y*P] 标记 。 在 第 选 的 上 百 
AARRE, A 9 个 含有 编码 结合 elF4E 探 针 的 
蛋白 质 基因 ， 其 中 3 个 含有 编码 elF4F 的 eIF4G 亚 
基 的 至 少 部 分 基因 ， 因 此 ， 它 们 结合 elF4E 并 不 奇 
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图 17.38 ”PHAS-I 磷 酸化 对 翻译 的 激活 。 胰 岛 素 
或 生长 因子 (如 EGF) 与 其 在 细胞 表面 的 受 体 结 
合 。 通过 一 系列 步骤 活化 了 蛋白 激酶 mTOR, 
mTOR 的 其 中 一 个 划 蛋 白 是 PHAS-I。PHAS-1 被 
mTOR 磷酸 化 后 与 eIF4E 解 离 ， 释 放 eIF4E 使 其 
与 elF4G 结合 ， 参 与 激活 翻译 起 始 。 


怪 。 另 外 6 个 阳性 克隆 编码 两 个 相关 蛋白 质 ，4E- 
BP1 和 4E-BP2 (eIF4E-binding protein 1 and 4E-BP 
2， 表 示 elF4E 结合 蛋白 1 和 2)。4E-BP1 蛋白 与 先 
前 发 现 的 大 鼠 PHAS 蛋白 同 源 。 

为 了 证 明 4E-BP1, 4E-BP2 和 PHAS-I 确实 结 
合 eIF4E， 研 究 人 员 表达 了 4E-BP1H 和 4E-BP2 与 
GST ( 谷 胱 甘 肽 -S 转 移 酶 的 融合 蛋白 , PHAS-I 
SERAAM G84) 的 融合 蛋白 。 然 后 做 Far 
Western 印迹 ， 将 融合 蛋白 进行 SDS-PAGE， 再 印 
迹 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 像 以 前 一 样 用 放射 性 标记 的 
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HMK-elF4E 做 探 针 。 图 17. 39 显示 GST 单独 不 能 
结合 elF4E 探 针 , 但 是 所 有 其 他 蛋白 质 都 能 与 之 结 
合 ， 因 此 这 3 种 蛋白 质 确实 结合 了 eME. 


GST-4E-BP2 
PHAS-I 


GST 
GST-4E-BP1 


M/kDa 


—106 
一 80 
一 49.5 


一 32.5 
一 27.5 
PETT] 


M 17.39 eIF4E 45 4E-BP1, 4E-BP2, PHAS-I 2 ië] 
的 结合 。GST、GST-4E-BP1、GST-4E-BP2 HII 
组 氨 酸 -PHAS-I 在 上 方 标 出 ， 对 它们 进行 SDS- 
PAGE， 然 后 印迹 到 硝酸 纤维 素 腊 上， 用 *P 标记 
的 HMK-elF4E 探测 。GST 未 与 探 针 结合 ,但 其 他 
蛋白 质 都 结合 了 ， 证 明 它 们 都 结合 到 eIF4E LT. 
(Source; Pause, A., G. J. Belsham, A. -C. Ging- 

ras, O.Donzé, T.-A.Lin, J.C. Lawrence, and 
N. Sonenberg, Insulin-dependent stimulation of pro- 


tein synthesis by phosphorylation of a regulator of 
5'-cap function, Nature 371 (27 Oct 1994) p.763, 
f. 2. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


因为 已 知 PHAS-I 磷 酸化 是 对 胰岛 素 做 出 的 响 
应 ， 那 么 了 解 这 种 磷酸 化 是 否 改变 4E-BP1 和 eIF4E 
之 间 的 相互 作用 就 很 重要 。 为 了 找 出 答案 ， 研 究 者 
分 别提 取 了 胰岛 素 处 理 和 未 处 理 的 脂肪 组 织 ， 然 后 
在 m GDP- 琼 脂 糖 上 进行 亲 和 层 析 ， 之 后 将 蛋白 质 
印迹 到 硝酸 纤维 素 膜 上 ， 用 同时 抗 elF4E 和 4E-BP1 
的 抗体 探测 该 Western 膜 。 图 17. 40 BAR, RAK 
处 理 细胞 的 eIF4E 对 帽子 同系 物 树脂 的 结合 与 未 处 
理 细胞 elF4E 的 一 样 紧密 。 但 是 胰岛 素 处 理 细胞 的 
4E-BP1 对 帽子 同系 物 树脂 的 结合 却 极 大 地 降低 了 ， 
因为 4E-BP1 对 树脂 的 结合 是 通过 其 与 elF4E 的 相 
互 作用 实现 的 。 这 一 结果 明显 地 提示 胰岛 素 处 理 细 
胞 中 ，4E-BP1 和 elF4E 之 间 的 结合 变 弱 了 。 

接 下 来 ,研究 者 证 明了 4E-BP1 和 4E-BP2 均 能 
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17.40 PBR elF4E 与 4EBP1 之 间 结 合 的 影 
Wo Lawrence 及 其 合作 者 将 大 鼠 脂 肪 组 织 分 别 在 有 
或 无 胰岛 素 条 件 下 孵育 ， 然 后 进行 组 织 匀 桨 ， 通 过 
结合 到 m GDP 琼脂 糖 上 纯化 提取 物 中 的 帽子 结合 
蛋白 。 然 后 用 SDS 除去 树脂 中 的 帽子 结合 蛋白 ， 
SDS-PAGE 凝 胶 电泳 将 其 除去 ， 然 后 印迹 到 硝酸 纤 
维 素 膜 上 ， 用 直接 对 eIF4E 和 4E-BP1 的 抗体 进行 
探测 ， 用 标记 的 二 抗 检 测 抗体 。 泳 道 1、2 表明 不 
A m GDP 的 对 照 树 脂 上 无 结合 物 ， 泳 道 3 一 6 中 的 
蛋白 质 结合 到 m GDP 琼脂 糖 上 ， 这 些 蛋 白质 分 别 
来 自 胰岛 素 处 理 〈 十 ) 和 未 处 理 〈 一 ) 组 织 ， 如 图 
上 部 标示 。eIF4E 和 4E-BP1 的 位 置 在 左边 标 出 。 胰 
岛 素 处 理 极 大 地 减少 了 与 帽子 同系 物 树脂 结 合 的 
4E-BP1 的 量 ， 这 一 结果 证 明 胰 岛 素 处 理 削 弱 了 
eIF4E 和 4E-BP1 之 间 的 相互 作用 。(Source: Pau- 
se, A., G. J. Belsham, A. C. Gingras, O. Donzé, 
J.-A. Lin, J.C. Lawrence, and N. Sonenberg, Insu- 
lin-dependent stimulation of protein synthesis by 
phosphorylation of a regulator of 5'-cap function, 
Nature 371 (27 Oct 1994) p.765, f. 4c. Copyright 
© Macmillan Magazines Ltd. ) 


抑制 体内 和 体外 的 帽子 依赖 性 翻译 途径 ， 但 不 能 抑 
制帽 子 非 依赖 性 翻译 途径 。 他 们 用 了 一 个 加 帆 的 含 
有 两 个 报告 基因 转录 物 的 双 顺 反 子 mRNA (图 
17.41a), 其 5 端 有 一 个 氧 霉 素 乙 酰基 转移 酶 
(CAT), CAT 的 翻译 是 帽子 依赖 性 的 。 另 一 个 是 萤 
光 素 酶 ， 其 翻译 由 细小 核糖 核酸 病毒 的 内 部 核糖 体 
进入 位 点 (IRES) 驱动 。CAT MEDERMA EIR 
的 报告 基因 (第 5 章 )， 它 们 的 产物 可 以 方便 灵敏 地 
检测 到 。 实 验 中 以 曹 光 素 酶 的 合成 作为 内 标 ， 因 为 


不 管 帽子 依赖 性 翻译 是 否 进行 ， 其 合成 都 会 发 生 。 
E 17. 41b 显示 体外 检测 兔 网 织 红 细胞 提取 物 中 
CAT 和 莹 光 素 酶 的 翻译 结果 。Sonnenberg 和 Law- 
rence 在 不 同时 间 把 4E-BP1 和 4E-BP2 (GST BA 
EE) 加 入 到 无 细胞 提取 物 中 。 正 如 所 预期 的 ， 草 
光 素 酶 产物 自始至终 相对 恒定 ， 但 加 入 GST-4E- 
BP1 或 GST-4E-BP2 中 任意 一 个 时 ，CAT 产物 显著 
减少 。 如 果 在 加 入 GST-4E-BP1 或 GST-4E-BP2 的 
同时 或 提前 10min 加 入 eIF4E， 则 不 会 对 CAT 翻译 
产生 抑制 ， 由 此 提示 多 余 的 eIF4E 足以 吸收 GST- 
4E-BP1 或 -4E-BP2， 阻 止 它 对 翻译 起 始 的 抑制 。 在 
体内 他 们 也 得 到 了 类 似 的 结果 ， 将 带 有 两 种 报告 基 
因 的 质粒 和 编码 4E-BPI 和 4E-BP2 的 质粒 一 起 转 信 
细胞 ， 检 测 两 种 报告 基因 的 产物 。 在 有 4E-BP1 或 
4E-BP2 的 情况 下 ，CAT 的 合成 被 抑制 约 5 倍 ， 而 
荤 光 素 酶 的 合成 却 未 受 影响 。 

在 另 一 个 实验 中 ，Lawrence 和 Sonnenberg 及 同 
事 直接 测定 了 PHAS-I 磷酸 化 的 效应 。 用 MAP 激酶 
在 体外 使 PHAS-I 磷 酸化 《实际 上 是 [His ] PHAS- 


(a) 


了 ， 然 后 检测 它 与 edlF4E 结合 的 能 力 。 图 17. 42 显示 ， 
未 被 磷酸 化 的 PHAS-I 与 固定 到 m GTP -琼脂 糖 凝 胶 
上 的 eIF4E 结 合 〈 泳 道 7) ， 而 磷酸 化 的 PHAS-I 则 不 
能 与 之 结合 〈 泳 道 8》 。 最 后 ， 磷 酸化 的 PHAS 又 通 
过 磷酸 栈 酶 PP2A 去 磷酸 化 之 后 ， 能 像 未 磷酸 化 的 
了 PHAST 那 样 与 eIF4E 结 合 〈 泳 道 9)。 所 以 ，PHAS-T 
的 磷酸 化 减弱 了 PHAS-I 和 eIF4E 间 的 相互 作用 。 实 
验 中 采用 的 是 MAP 激酶 ， 虽 然 现 在 认为 mTOR 才 是 
PHAS 1 的 体内 磷酸 化 酶 。 

小 结 、 胰 岛 素 和 一 些 生长 因子 激活 蛋白 激酶 
mTOR 参与 的 途径 。mTOR 激酶 的 报修 白 之 一 是 
PHAS (KEU 或 4E-BPl1 (A), 在 mTOR 的 磷 
酸化 作用 王 ， 该 蛋白 质 从 elF4E 上 解 离 下 来 ， 释 
放 elF4E 参 与 更 活路 的 翻译 起 始 。 

通过 eIF4E 结合 蛋白 Maskin 调控 翻译 的 起 始 
真 核 细 胞 也 可 利用 其 他 蛋白 质 来 影响 eIF4E 从 而 抑 
制 翻译 起 始 ， 其 中 一 种 蛋白 质 是 在 非洲 爪 蟾 (Xe- 
nopus laevis) 中 发 现 的 ， 叫 做 Maskin, PE 17. 43 是 
目前 对 Maskin 如 何 抑制 爪 输 卵 母 细 胞 中 细胞 周期 蛋 
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翻译 前 加 入 eIF4E 的 时 间 : “一 - - 10 10 0 
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图 17.41 在 体外 4E-BP1 和 4E-BP2 对 贝子 依赖 性 和 帽子 非 依赖 性 翻译 的 影响 。(a) 双 顺 反 子 的 构建 。 
Lawrence 及 同事 通过 T7 RNA 聚合 酶 在 体外 对 质粒 〈 图 中 所 示 ) 进行 转录 构建 了 双 顺 反 子 RNA. HE 
其 5 端 加 上 帽子 。CAT 顺 反 子 的 翻译 是 帽子 依赖 性 的 ， 而 萤 光 素 酶 顺 反 子 〈LUC) 的 翻译 由 IRES 驱 
动 。(b) 实验 结果 。 将 加 帽 RNA 与 其 他 成 分 (图 上 部 标注 ) 一 同 加 入 到 兔 网 织 红细胞 提取 物 中 。 泳 
道 3 和 4 表明 4E-BP 融合 蛋白 抑制 帽子 依赖 性 CAT 的 翻译 ， 但 不 抑制 帽子 非 依赖 性 LUC 的 翻译 。 泳 
道 5~8 表 明 不 管 在 融合 蛋白 之 前 10min 还 是 同时 加 入 ，elF4E 都 可 逆转 这 种 抑制 作用 。( Source; 
Pause, A. , G.J. Belsham，A. -C. Gingras，O. Donzé, T.-A. Lin, J.C. Lawrence, and N. Sonenberg， 
Insulin-dependent stimulation of protein synthesis by phosphorylation of a regulator of 5'-cap function. 


Nature 371 (27 Oct 1994) p.766, f.5a (bottom). 


Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 
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图 17.42 PHASI 磷酸 化 对 结合 eIF4E 的 作用 。 
Lawrence 和 Sonnenberg 及 同事 制备 了 重组 His- 标 
签 的 大 鼠 PHAS-I ((His)sPHAST], # LL 3 种 
不 同方 式 处 理 : @ 无 修饰 ; @ 在 体外 用 MAP 激酶 
磷酸 化 ; @@ 先 用 PP2A 蛋白 激酶 磷酸 化 接着 再 去 磷 
酸化 。 然 后 用 ' 拉 标记 这 3 种 处 理 的 PHAS-I， 检 测 
它们 分 别 对 不 同 处 理 m7 GTP- 琼 脂 糖 凝 胶 树 脂 的 结 
合 能 力 ， 凝 胶 与 胰岛 素 处 理 细 胞 提取 物 共 孵育 
(十 ) 和 不 钥 育 (一 )。 对 从 树脂 上 洗 脱 的 蛋白 质 进 
行 SDS-PAGE, 瀛 道 1~3 (RAMH) 显示 过 柱 前 
3 种 形式 的 [ (His)。J-PHAS-I; 泳 道 4 一 6 显示 3 
种 形式 的 [ (His)e]PHAS-I 都 不 能 与 无 细胞 提取 
物 的 柱子 结合 ， 因 此 这 3 种 PHAS-I 样 品 自身 都 没 
有 m GTP 树脂 亲 和 性 ; 泳 道 ? 和 9 显示 ， 两 种 未 
磷酸 化 的 PHAS-I 可 与 胰岛 素 处 理 细胞 提取 物 所 时 
育 的 柱子 结合 ， 这 种 结合 的 基础 可 能 是 PHAS1I 结 
合 到 提取 物 的 eIF4E 上 ， 而 后 者 又 与 树脂 上 的 帆 同 
系 物 (m GTP) 结合 了 。 此 外 ， 泳 道 8 证 明 体外 已 
经 磷酸 化 的 PHAS-I 样 品 不 能 与 树脂 结合 ， 推 测 可 
能 是 不 能 与 树脂 上 固定 的 eIF4E 444. (Source: 
Lin, T.-A., PHAS- as a link between mitogen-ac~ 
tivated protein kinase and translation initiation. Sci- 
ence 266 (28 Oct 1994) p.655, f. 3b. Copyright © 
AAAS. ) 


白 B 的 mRNA 翻译 所 做 的 假设 。 我 们 在 第 15 章 已 
经 知道 ， 爪 蟾 卵 母 细 胞 许多 mRNA 的 poly (A) 尾 
非常 短 ， 不 能 被 很 好 地 翻译 。 原 因 之 一 可 能 是 细胞 
质 多 聚 腺 苷 酸 元 件 〈cytoplasmic polyadenylation ele- 
ment，CPE) 被 一 个 结合 蛋白 CPEB 占据 ， 该 蛋白 
质 又 与 Maskin 结合 ， 而 Maskin 又 结合 到 elF4E 上。 
在 这 种 相互 作用 中 ，Maskin 与 PHAS-I 一 样 ， 阻 断 
了 eIF4E 和 eIF4G 之 间 的 相互 作用 ， 从 而 抑制 翻译 
起 始 。 

当 Xenopus 卵 母 细胞 被 激活 后 ，CPEB 被 Eg2 
酶 磷酸 化 ， 这 种 磷酸 化 表现 出 两 种 主要 作用 。 首 先 ， 
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它 吸 引 切 割 与 多 聚 腺 苷 酸化 特异 因子 CPSF (cleav- 
age and polyadenylation specificity factor) 识别 
mRNA ZR MS 〈(AAUAAA)， 由 此 激活 
休眠 态 mRNA 的 多 聚 腺 苷 酸化 。 其 次 ，CPEB 的 磷 
酸化 〈 或 由 该 磷酸 化 引起 的 多 聚 腺 苷 酸化 ) 明显 地 
{E CPEB 与 eIF4E 解 离 ， 而 使 el[F4E 与 eIF4G 结合 ， 
激发 翻译 的 起 始 。 
细胞 周期 蛋白 B (Maskin 所 调控 基因 中 的 一 
DD 是 细胞 局 期 的 关键 激活 因子 。 因 此 像 细胞 分 裂 
这 样 的 基本 过 程 要 受 翻译 水 平 上 的 调控 。 
小 结 “在 Xenopus 卵 母 细胞 中 ，Maskin 结 
合 到 dF4E 和 结合 有 休 距 细胞 周期 蛋白 B mRNA 
的 CPEB 上 。 由 于 Maskin 的 结合 ，eIF4E 不 能 与 
eIF4G 结合 ， 所 以 翻译 受到 抑制 。 在 卵 母 细胞 活 
化 时 ，CPEB CR ABIL, HWE E RMR TAIL 
有 可 能 引起 CPEB 从 Maskin 上 解 离 ，Maskin 随 
后 又 从 eIF4E 上 解 离 。 因 为 Maskin 不 再 附着 ， 
eIF4E 就 可 以 自由 地 与 eIF4G 结合 ， 翻 译 起 始 。 


mRNA 结合 蛋白 的 促进 作用 ”我 们 已 经 知道 
mRNA 二 级 结构 可 以 影响 细菌 基因 的 翻译 ， 这 在 真 
核 生 物 也 是 如 此 。 让 我 们 来 看 一 个 研究 得 很 清楚 的 
由 RNA 二 级 结构 元 件 〈 茎 环 ) 与 RNA 结合 蛋白 之 
间 相互 作用 对 mRNA 翻译 抑制 的 例子 。 在 第 16 章 
我 们 已 学 过 ， 转 铁 蛋 白 (transferrin) 受 体 和 铁 蛋 白 
(ferritin) 两 种 铁 相关 蛋白 的 浓度 受 铁 离子 浓度 调 
控 。 当 血清 中 铁 离子 浓度 高 时 ， 由 于 编码 转 铁 蛋 白 
受 体 的 mRNA 不 稳定 ， 导 致 转 铁 蛋 白 受 体 的 合成 速 
度 下 降 。 同 时 ， 作 为 胞 内 铁 储存 蛋白 的 铁 蛋 白 的 合 
成 增加 。 铁 蛋白 由 L 和 H 两 条 多 肽 链 组 成 。 铁 离子 
使 编码 铁 蛋 白 两 个 肽 链 mRNA 的 翻译 水 平 增加 。 

什么 原因 引起 了 翻译 效率 的 增加 呢 ? 两 个 研究 
小 组 几乎 同时 对 这 个 问题 得 出 了 一 致 的 结论 。 第 一 
组 由 Hamish Munro 领导 ， 检 测 了 大 鼠 铁 蛋 白 mR- 
NA 的 翻译 情况 ， 第 二 组 由 Richard Klausner 领导 ， 
研究 了 人 铁 蛋 白 mRNA 的 翻译 。 回 想 第 16 章 转 铁 
蛋白 受 体 mRNA 的 3-UTR 含有 若干 个 茎 环 结构 ， 
称 为 铁 离 子 应 答 元 件 〈IRE)， 能 够 与 蛋白 质 结合 。 
我 们 也 知道 铁 蛋 白 mRNA 的 5 -UTR 有 一 个 非常 类 
似 的 IRE。 而 且 在 脊椎 动物 中 ， 铁 蛋白 的 IRE 高 度 
保守 ， 甚 至 比 基 因 本 身 的 编码 区 还 要 保守 。 这 些 观 
察 结果 有 力 地 提示 ， 铁 蛋白 的 IRE 在 铁 蛋 白 mRNA 
的 翻译 中 发 挥 作用 。 

为 了 验证 该 预测 ，Munro 及 同事 构建 了 含有 
CAT 报告 基因 的 DNA 质粒 ， 其 两 侧 是 大 鼠 铁 蛋白 
工 基因 的 5-UTR 和 3'-UTR。 在 质粒 (pLISCAT3) 
中 ，CAT 的 转录 由 非常 强 的 反 转 录 病毒 的 启动 子 - 
增强 子 驱 动 。 在 另 一 个 质粒 (pWE5CAT3) H, CAT 
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图 17. 43 Maskin 调控 的 翻译 起 始 模型 。(a) A fkRKA SAE AE, CPEB 与 细胞 周期 蛋白 B mRNA 
上 的 CPE 结合 ，Maskin 被 结合 到 CPEB 上 ，elF4E 被 结合 到 Maskin 上 。 后 一 步 相互 作用 干扰 elF4E 与 
elF4G 结合 的 能 力 ， 而 eIF4E 与 eIF4G 的 结合 是 翻译 起 始 所 必需 的 。 结 果 ， 细 胞 周期 B 蛋白 mRNA 处 于 休 
RRS. (D) 在 活化 状态 ，Eg2 使 CPEB 磷酸 化 ， 允 许 CPSF 结合 ，mRNA 多 聚 腺 苷 酸化 ， 这 也 明显 地 引 
起 Maskin 从 elF4E 上 解 离 ， 从 而 使 eIF4E 与 elF4G 结合 ， 激 发 翻译 的 起 始 。( Source: Adapted from 
Richter, J. D. and W. E. Theurkauf, The message is in the translation. Science 293 [2001] p.61, f.1.) 
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图 17. 44 SMF Rt SCATS 翻译 阻 过 的 解除 。 
Munro 及 同事 制备 了 两 个 重组 质粒 ， 其 中 CAT HR 
告 基因 的 两 侧 是 大 鼠 铁 蛋白 L 基因 的 5 -UTR 和 
3'-UTR。 把 这 两 种 质粒 转 入 细胞 ， 分 别 置 于 弱 启 
BAF CE pWESCAT3 是 BE 肌 动 蛋白 启动 子 ) 或 强 
启动 子 〈 在 pLJ5CAT3 是 反 转录 病毒 启动 子 -增强 
P) 的 调控 下 。 泳 道 H 的 细胞 用 血 晶 素 处 理 ， 泳 
道 D 的 细胞 用 铁 离子 整合 剂 -去 铁腕 甲 磺 酸 盐 
《desferal) 去 除 铁 离子 。 瀛 道 C 的 细胞 未 经 处 理 。 
检测 每 组 细胞 的 CAT 活性 (如 第 5 章 所 述 )。 泳 
道 S 是 标准 CAT 反应 ， 显 示 出 毛竹 素 底 物 及 其 乙 
酰 化 形式 的 位 置 。 左 边 的 泳 道 显示 当 CAT mRNA 
不 足 时 ， 其 翻译 可 通过 铁 离子 诱导 。 作 为 对 照 ， 
右边 的 泳 道 显示 当 mRNA 丰 度 很 高 时 ， 其 翻译 不 
受 铁 离子 诱导 。(Source，Adapted from Aziz, 
N. and H. N. Munro, iron regulates ferritin mRNA 
translation through a segment of its 5’ untranslated 
region. Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 84 (1997) p. 8481, f.6.) 
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的 转录 受 弱 的 他 肌 动 蛋白 启动 子 调控 。 接 着 ， 他 们 把 
这 些 DNA AMAL AH, HERRI Ca HE 
《hemin) ]、 铁 离子 整合 剂 [ 甲 磺 酸 去 铁 胺 Cdesferal) 
或 无 添加 物 的 情况 下 ， 对 CAT 产物 进行 检测 。 图 
17.44 结果 显示 ， 当 细胞 携带 WE5CAT3 质粒 中 的 
CAT 基因 时 ，CAT mRNA 的 量 相对 很 少 。 在 这 种 情 
BUF, CAT 产量 低 ， 但 可 受 铁 离子 〈 比 较 左边 沪 道 
的 C 和 H) 诱导 和 铁 离子 整合 剂 〈 比 较 左边 泳 道 的 C 
ALD) 的 抑制 。 相 反 ， 当 细胞 携带 pLJ5CAT3，CAT 
mRNA 的 量 相对 丰富 时 ，CAT 产量 高 且 不 可 诱导 。 
对 该 结果 最 简单 的 解释 是 阻 过 物 结合 在 铁 蛋白 5” 
UTR 的 IRE 上 ， 阻 断 了 与 之 相连 的 CAT 顺 反 子 的 翻 
译 。 铁 离子 能 以 某 种 机 制 去 除 阻 过 物 ， 允 许 翻译 发 
生 。 当 CAT mRNA 丰富 时 ，CAT 的 合成 不 被 诱导 ， 
因为 mRNA 分 子 的 数量 极 大 地 超过 了 阻 明 物 分 子 。 
几乎 没有 抑制 时 ， 观 察 不 到 诱导 。 

如 何 知道 TRE 参 与 了 阻 过 呢 ? 我们 怎样 知道 是 
5'-UTR 而 非 3'-UTR 更 重要 呢 ? Munro 及 同事 回答 
了 这 个 问题 ， 他 们 制备 了 两 个 新 质粒 ， 一 个 含 5 
UTR 但 缺失 3-UTR， 另 一 个 包含 两 个 UTR, 但 缺 
失 包 含 IRE 的 前 67nt。 图 17. 45 显示 缺失 铁 蛋 白 
mRNA 3'-UTR 的 pWESCAT 仍然 维持 CAT 的 铁 离 
子 诱导 活性 。 而 缺少 IRE 的 pWESsCATS 在 加 入 或 
不 加 铁 离 子 时 ，CAT 的 表达 量 都 很 高 。 这 一 结果 不 
仅 说 明 IRE 负责 诱导 ， 而 且 进 一 步 证 实 了 IRE 介 导 
BGR, AY IRE 的 缺失 导致 CAT 甚至 在 没有 铁 高 
子 存在 时 也 能 高 水 平 表达 。 

可 以 做 出 结论 ， 一 些 阻 巡 物 蛋白 必须 结合 到 铁 
蛋白 mRNA 5 -UTR 的 IRE 上 产生 阻 过 作用 ， 直 到 
铁 离子 以 某 种 机 制 将 其 去 除 。 由 于 铁 蛋 白 mRNA, 
铁 传递 蛋白 mRNA 上 的 IRE 高 度 保守 ， 预 测 至 少 其 
中 有 一 些 蛋 白质 可 能 在 两 种 情况 下 都 起 作用 。 事 实 
上 ,正如 在 第 16 章 学 过 的 ， 顺 乌 头 酸 酶 脱 辅 基 蛋 白 
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W 17.45 pWESCAT3 的 5'-UTR 中 IRE xt F 
离子 诱导 性 的 重要 性 。Munro 及 同事 用 母 本 质 
粒 ， 如 图 17. 44 所 示 的 pWESCATS RICH PAT 
生物 pWE5sCAT3、pWE5CAT 转 染 细胞 。 
pWE5sCAT3 缺失 铁 蛋 白 5-UTR 前 67nt 包括 
IRE, pWESCAT 缺失 铁 蛋 白 3-UTR。 这 些 细胞 
用 血 唱 素 处 理 或 不 处 理 ， 然 后 分 析 每 批 细 胞 的 
CAT 活 性 。IRE 的 缺失 会 引起 铁 离子 诱导 性 的 亚 
HRe (Source: Adapted from Aziz, N. and H. N. 
Munro, Iron regulates ferritin mRNA translation 
through a segment of its 5'-untranslated region. 
Proceedings of the National Academy of Sciences 
USA 84 (1987) p. 8482, f. 7.) 


(aconitase apoprotein) 是 IRE 结合 蛋白 ， 当 它 与 铁 
离子 结合 后 ， 从 IRE 上 解 离 下 来 ， 解 除 抑制 。 

小 结 ， 铁 蛋白 mRNA 的 翻译 受 铁 离子 诱导 。 
这 种 诱导 作用 按 以 下 方式 进行 ， 阻 遇 蛋 白 《 顺 乌 
头 酸 酶 脱 辅 基 蛋 白 ) 结合 到 铁 蛋白 .mRNA 5“UTR 
区 5 端 附近 的 茎 环 铁 离子 应 答 元 件 〈IRE) 上 。 铁 
离子 使 阻 过 物 离开 ， 人 允许 mRNA 翻译 继续 进行 。 

miRNA 对 翻译 起 始 的 阻 断 ”在 第 16 章 我 们 已 
经 了 解 到 miRNA 以 两 种 方式 控制 基因 的 表达 : 当 
HRE mRNA 完美 配对 时 引起 mRNA 降解 ; 如 果 
碱 基 配 对 不 完全 ， 可 通过 一 种 尚未 解释 的 机 制 抑制 
蛋白 质 的 产生 。Witold Filipowicz 及 同事 希望 揭 开 这 
个 神秘 的 机 制 ， 并 于 2005 年 发 表 了 研究 结果 ， 表 明 
不 完全 配对 的 哺乳 动物 Ler7 miRNA 可 能 是 通过 干 
扰 帽 子 的 识别 而 抑制 翻译 的 起 始 。 

他 们 用 两 种 报告 基因 做 探 针 ， 分 别 是 海 肾 Re- 
nilla reniformis) HHR (RL) 基因 和 萤火虫 昔 
ERM FO 基因 ， 它 们 的 产物 很 容易 分 析 : 将 荧 
ARH ATP 混合 时 ， 可 产生 光 。 报 告 基因 的 3- 
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UTR 构建 成 与 ler7 miRNA 完全 配对 (Pref) RE 
补 区 有 1 个 或 3 个 不 配对 区 引起 miRNA-mRNA 双 
链 凸 出 的 形式 。 这 些 改变 的 基因 分 别 命名 为 1 X 
Bulge 和 3X Bulge， 野 生 型 对 照 基因 (Con) 对 Ler7 
miRNA 无 互补 性 。 

当 Filipowicz 及 同事 用 报告 基因 转化 人 细胞 时 ， 
BR RL-Pref 和 RL-3 X Bulge 基因 的 表达 与 对 照相 
比 迅速 降低 〈 达 10 倍 )， 而 且 这 种 降低 可 以 被 共 转 
染 的 竞争 RNA (与 ler7 miRNA 互补 ) 所 阻 断 ， 说 
明正 如 我 们 所 预期 的 那样 ，miRNA 参与 了 基因 表达 
的 调控 。 

根据 第 16 章 的 范例 ， 我 们 预期 RL-Pref mRNA 
的 量 会 降低 ， 因 为 mRNA 与 miRNA 的 完全 配对 会 
导致 mRNA 的 降解 。Filipowicz 及 同事 确实 观察 到 
该 mRNA 表达 量 降低 为 原先 的 1/5 。 而 对 于 RL-3 
XBulge mRNA， 我 们 预计 其 表达 量 不 会 显著 降低 ， 
因为 mRNA 与 miRNA 的 不 完全 配对 会 导致 翻译 受 
到 干扰 ， 而 不 是 导致 mRNA 的 破坏 。 事实 上 , 该 
mRNA 的 表达 只 降低 了 20%. 

这 些 结果 与 RL-3X Bulge 表达 的 降低 被 解释 为 
由 于 翻译 的 阻 断 而 不 是 mRNA 的 降解 这 一 假说 一 
致 。 但 是 miRNA 以 某 种 方式 瞄准 新 生 蛋 白质 使 蛋 
白质 水 解 ， 从 而 引起 表达 下 降 也 是 可 能 的 。 如 果 是 
这 样 ， 那 么 将 新 生 蛋 白质 隐藏 在 内 质 网 中 (ER) 可 
免 于 降解 ， 不 会 观察 到 表达 的 降低 。 为 验证 这 一 假 
说 ，Filipowicz 及 同事 将 RL-3X Bulge 基因 与 红细胞 
SEMA (hemaglutinin) 基因 侦 联 ， 融合 蛋白 的 N 端 
表达 一 段 信 号 序列 ， 指 导 新 生 蛋 白 到 ER 的 内 腔 。 
该 重组 子 蛋白 产物 的 降低 量 相对 于 对 照 与 RL-3X 
Bulge 自身 的 降低 量 是 一 样 的 。 因 此 ，ler7 miRNA 
的 靶 标 是 蛋白 质 的 合成 而 不 是 蛋白 质 产物 自身 。 

BBA, let7 miRNA 阻止 了 翻译 过 程 的 哪 一 步 
R? 为 了 回答 这 个 问题 ，Filipowicz 及 同事 收集 了 
RL-3X Bulge 基因 转化 细胞 的 多 核糖 体 (polysome， 
由 多 个 核糖 体 翻 译 的 mRNA， 见 第 18 章 )。 为 了 检 
测 RL-3X Bulge mRNA 在 多 核糖 体 中 的 情况 ， 他 们 
对 多 核糖 体 的 各 组 分 进行 了 Northern 分 析 ( 图 
17. 46)。 在 给 定 mRNA 上 ， 翻 译 的 起 始 越 活 路 ， 就 
会 有 越 多 的 核糖 体 黏附 在 mRNA 上 ， 因 此 多 核糖 体 
就 越 重 。 在 图 17. 46 中 最 重 的 多 核糖 体 在 图 的 右边 ， 
可 以 清楚 地 看 到 对 照 RL mRNA 存在 于 比 RL-3 X 
Bulge mRNA (图 17. 46b) 大 得 多 的 核糖 体 中 (图 
17. 46a 的 更 右边 )， 将 这 些 结果 作 图 见 图 17. 46c。 
这 种 多 核糖 体 分 布 的 变动 当 与 阻 断 miRNA-mRNA 
相互 作用 的 反 义 -let7 miRNA 共 转 染 时 可 被 消除 ， 
在 RL-3XBulge mRNA 与 miRNA 杂交 的 3-UTR 被 
突变 移 去 时 也 可 被 消除 。 以 上 结果 表明 RL-3X Bulge 


mRNA 翻译 的 起 始 相对 于 对 照 mRNA 的 起 始 被 显著 
地 抑制 了 。 因 此 ， 翻 译 起 始 〈 核 糖 体 对 mRNA 的 结 
合 ) 好 像 是 ler7 miRNA 影响 翻译 的 靶 位 。 

进一步 的 研究 表明 ，mRNA 的 poly (A) BE 
Ler7 miRNA 对 翻译 的 抑制 中 不 起 作用 ，poly CAD~ 
和 poly (A) mRNA 的 翻译 同等 程度 地 受 let? 
miRNA 的 抑制 。 但 是 帽子 却 起 到 很 大 作用 ， 如 我 们 
所 见 , FEW mRNA 的 翻译 非常 弱 。 所 以 Filipowicz 
及 同事 给 RL 或 FL mRNA 加 上 了 脑 心肌 炎 病 毒 
Cencephalomyocarditis virus, EMCV) 的 内 部 核糖 
体 进入 位 点 〈IRES)， 该 病毒 允许 帽子 不 依赖 性 翻 
译 。 然 后 比较 Ler7 miRNA 对 帽子 依赖 性 和 帽子 不 
依赖 性 翻译 的 影响 。 与 正常 情况 一 样 ，Let7 抑制 帽 
子 依赖 性 FL-3 X Bulge mRNA 的 翻译 ， 而 对 带 有 
EMCV IRES 的 帽子 不 依赖 性 FL-3 X Bulge mRNA 
的 翻译 无 影响 。 因 此 ，lLet7 miRNA 看 起 来 以 帽子 
依赖 性 翻译 的 起 始 为 靶 向 。 

为 了 确定 被 let7 miRNA 影响 的 帽子 依赖 性 起 
始 的 具体 部 位 ，Filipowicz 及 同事 构建 了 双 顺 反 子 质 
W 17.46 RL mRNA 的 多 核糖 体 
的 分 布 。Filipowicz 及 同事 用 编码 
(a) 对 照 RL mRNA (RL-Con) 
或 (b) RL-3X Bulge mRNA 的 基 
因 转 染 人 类 细胞 ， 然后 用 蔗糖 梯 
度 离心 展示 多 核糖 体 ， 将 多 核糖 
体 分 布 中 不 同 组 分 的 RNA 进行 
Northern 印迹 ， 印 迹 膜 用 放射 性 
探 针 探测 RL 或 Ractin mRNA. 
后 者 是 一 个 通常 的 细胞 mRNA, 
用 作 阳 性 对 照 。 图 (a) 中 North- 
ern 膜 上 最 左边 两 个 泳 道 的 RNA 
来 自 超速 离心 前 的 样品 。 (c) 显 
示 对 照 和 RL-3 X Bulge 多 核糖 体 
分 布 各 组 分 的 总 放射 性 的 百分比 。 
(Source; (a-c) Reprinted with pe- 
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3xBulge 


粒 ， 其 中 包含 一 个 elF4E 或 eIF4G mRNA， 它 们 被 
RAF RL 顺 反 子 之 前 的 顺 反 子 间 (intercistronic) 
区 域 。 做 法 如 下 (图 17.47a); 在 顺 反 子 间 区 域 ， 
置 人 2 个 叫做 BoxB MEH, AER N 肽 具有 亲 
和 性 。 然 后 ， 重 组 eIF4E 和 eIF4G 基因 分 别 插 人 了 
N 肽 -红细胞 凝集 素 编码 区 ， 使 这 两 个 起 始 因子 都 被 
表达 为 带 有 N 肽 标签 的 融合 蛋白 。 这 些 融 合 蛋 白 与 
BoxB 从 环 结合 ， 从 而 激发 双 顺 反 子 上 RL 顺 反 子 的 
翻译 。FL 顺 反 子 的 翻译 是 帽子 依赖 性 的 ， 因 为 该 顺 
反 子 在 加 帽 mRNA 中 首先 出 现 。 但 是 ， 只 要 其 中 一 
个 起 始 因子 被 束缚 于 顺 反 子 间 区 ，RL 顺 反 子 的 翻 
译 就 是 帽 非 依赖 性 的 ， 因 此 该 起 始 因 子 显然 吸引 了 
起 始 所 需 的 所 有 其 他 因子 。 

接着 ，Filipowicz 及 同事 检测 了 该 融合 基因 FL 
和 RL 部 分 的 表达 ， 用 的 是 对 照 3-UTR, 或 3X 
Bulge 的 3-UTR， 及 束缚 于 顺 反 子 间 区 域 的 起 始 因 
子 eIF4E 或 eIF4G (或 作为 阴性 对 照 的 lacZ 产物 B- 
FAWN. E 17.47 显示 实验 结果 。 正 如 预期 
的 ，FL 顺 反 子 的 翻译 是 帽子 依赖 性 的 ， 与 对 照 mRNA 
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图 17.47 ”翻译 起 始 因子 束缚 于 双 顺 反 子 mRNA 的 顺 反 子 间 区 的 效应 。(a) 具有 两 个 BRASH 
子 。 两 个 B 念 茎 环 位 于 两 个 顺 反 子 之 间 ， 并 结合 到 还 含有 eIF4E 或 eIF4G 的 融合 蛋白 的 N 肽 部 分 。3'- 
UTR 含有 对 照 RL 序列 (Con) 或 3XBulge 序 列 。(b) 以 不 同 的 蛋白 质 束缚 于 顺 反 子 间 区 域 ， 对 照 和 
3XBulge mRNA 的 FL (Æ) 和 RL ( 右 ) 的 产物 ， 如 图 底部 所 示 。 束缚 于 顺 反 子 间 区 域 的 N 肽 - 红 细 
胞 凝集 素 (NHA)- 标 签 蛋白 以 颜色 标注 为 eIF4E 蓝 色 ; eIF4G 黄色 ; LacZ 产物 红色 。(Source，Adap- 


ted from Ramesh, S., et al., 2004 Inhibition of translational initiation by let-7 microRNA in human 


cells, Science 309; 1575, fig. 2.) 


HALL, lee? miRNA 抑制 3X Bulge mRNA 的 FL 顺 
反 子 的 翻译 。 但 是 ， 当 elF4E 或 eIF4G 被 束缚 于 顺 
反 子 间 区 域 时 ，ler7 miRNA 不 能 抑制 3 X Bulge 
mRNA 中 RL 顺 反 子 的 翻译 而 当 束缚 于 顺 反 子 间 
区 的 是 lacZ 产物 而 非 起 始 因子 时 ， 几 乎 没有 翻译 发 
生 ， 即 使 是 对 照 mRNA), 因此 ， 有 了 elF4E 或 
elF4G 〈 本 例 通过 束缚 ) 就 可 以 避免 ler7 miRNA 对 
翻译 起 始 的 抑制 ， 由 此 提示 let? 阻 断 了 eIF4E 召集 
elF4G 到 帽子 之 前 的 某 个 步骤 。 这 个 Ler7 敏感 步骤 
很 明显 的 候选 者 是 eIF4E 结合 帽子 这 一 步 。 

在 哺乳 动物 细胞 中 的 这 些 结果 表明 ，Letr7 
miRNA 对 翻译 的 干扰 不 同 于 第 16 章 的 线虫 中 lir4 
miRNA 不 影响 其 目标 mRNA 多 核糖 体 合 成 进而 不 
阻 断 翻译 起 始 的 结果 。 这 种 不 一 致 性 可 以 解释 为 是 
SAM miRNA 具有 不 同 的 作用 模式 ， 或 miRNA 
在 不 同 的 生物 有 不 同 的 作用 方式 ， 或 两 种 情况 
都 有 。 

小 结 let7 miRNA 将 在 人 细胞 中 靶 mRNA 
的 多 核糖 体 转换 成 较 小 的 多 核糖 体 ， 表明 该 
miRNA 险 断 大 细 用 中 翻译 的 起 始 。 由 于 IRES 或 
东 缚 起 始 因子 产生 的 幅 - 非 依赖 性 翻译 起 始 不 受 
let? miRNA 影响 ， 提 示 该 miRNA 阻 断 人 类 细胞 
中 elF4E 对 目标 mRNA 帽子 的 结合 。 
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总 结 


作为 蛋白 质 合成 的 前 奏 ， 有 两 个 事件 必须 发 生 ， 
首先 ， 氨 酰 -tRNA 合成 酶 将 氨基 酸 连接 到 其 关连 
tRNA E. 这 一 过 程 是 在 一 个 两 步 反 应 中 非常 专 一 
性 完成 的 ， 以 ATP 衍生 的 AMP 对 氨基 酸 的 活化 开 
始 。 其 次 ,在 每 一 轮 翻译 的 末期 ， 核 糖 体 必须 解 离 
为 亚 基 。 在 细菌 里 ，IF1 活跃 地 促进 这 种 解 离 ， 而 
IF3 结合 到 游离 的 30S 亚 基 上 ， 阻 止 它 与 50S 亚 基 
重新 结合 形成 完整 核糖 体 。 

原核 生物 的 起 始 密码 子 通 常 是 AUG， 也 可 以 是 
GUG, 或 极 少 是 UUG。 起 始 氨 酰 -tRNA 是 N- 甲 栈 
T gi ARNAN. Ait. N-P R P ia 
(Me) 是 多 肽 链 的 第 一 个 氨基 酸 ， 但 在 蛋白 质 成 熟 
加 工 过 程 中 它 经 常 被 切除 。 

30S 起 始 复合 物 由 游离 的 30S 核糖 体 亚 基 加 
mRNA 和 {Met-tRNAM* 418. 30S 原核 核糖 体 亚 基 
与 mRNA 起 始 位 点 的 结合 依赖 于 被 称 作 Shine-Dalg- 
arno 序列 的 短 RNA 序列 与 16S rRNA 3' 端 互补 序列 
碱 基 配 对 。 这 种 结合 由 IF3 介 导 ，IF1 和 IF2 因子 协 
助 。 到 此 时 ， 所 有 3 个 起 始 因子 都 已 经 附着 在 30S 
WHET. 

IF2 是 促进 fMet-tRNAM 24 4B) 30S 起 始 复合 


物 上 的 主要 因子 。 另 外 两 个 起 始 因子 起 重要 的 支持 
作用 。 在 下 2 的 生理 浓度 下 ，GTP 是 IF2 结合 所 必 
需 的 ， 但 在 这 个 过 程 中 GTP 并 不 水 解 。 完 整 的 30S 
起 始 复合 物 包括 一 个 30S 核糖 体 亚 基 、 各 一 分 子 的 
mRNA, fMet-tRNAM, GTP, IFl, IF2 和 IF3。 
在 50S 亚 基 加 入 30S 复合 物 形成 70S 起 始 复合 物 之 
Ja, GTP 被 水 解 。 这 一 GTP 水 解 由 IF2 RA 50S K 
糖 体 亚 基 执 行 。 水 解 的 目的 是 从 复合 物 上 释放 IF2 
和 GTP， 以 便 多肽 链 延 伸 能 够 开始 。 

真 核 40S 核糖 体 亚 基 与 起 始 tRNA (tRNAM) 
一 起 通过 与 mRNA 的 5 帽子 结合 而 找到 合适 的 起 始 
密码 子 ， 然 后 扫描 下 游 结 构 直 到 在 良好 序列 环境 中 
发 现 第 一 个 AUG。 最 佳 序列 环境 是 : 在 一 3 位 是 味 
M, 十 4 位 是 G。 有 5%~10% 的 情况 下 ， 核 糖 体 亚 
基 将 越过 第 一 个 AUG， 继 续 搜 寻 更 合适 的 AUG. 
有 时 核糖 体 明显 起 始 一 个 上 游 的 AUG， 翻 译 一 个 短 
的 可 读 框 ， 然 后 继续 扫描 ， 在 下 游 的 一 个 AUG 再 
起 始 。 这 种 机 制 只 在 上 游 ORF 较 短 时 起 作用 。 靠 近 
mRNA 5' 端 的 二 级 结构 具有 正 向 或 负 向 影响 。 紧 接 
AUG 后 的 发 夹 结构 可 以 迫使 核糖 体 亚 基 暂停 于 
AUG， 因 而 激发 起 始 。 在 帽子 结构 与 起 始 位 点 之 间 
非常 稳定 的 茎 环 结构 能 阻止 核糖 体 亚 基 扫描 ， 因 而 
阻止 起 始 。 

真 核 生物 起 始 因子 有 下 列 一 般 功能 ，eIF2 参与 
Met-tRNAM" 对 核糖 体 的 结合 ，elF2B 通过 GTP 取 
AR GDP 而 激活 elF2; elF3 结合 40S 核糖 体 亚 基 ， 
阻止 其 与 60S 亚 基 的 重新 结合 ，elF5 促进 60S 核糖 
体 亚 基 与 48S MAM (40S 亚 基 十 mRNA 十 Met- 
tRNA) 之 间 的 结合 。elF6 结合 到 60S WH, 阻 
JE 60S 亚 基 与 40S 亚 基 的 再 结合 。 

eIF4F 是 一 个 帽子 结合 蛋白 ， 由 三 部 分 组 成 : 
eIF4E 有 实际 的 帽子 结合 活性 ， 伴 随 有 另 两 个 亚 基 
elF4A 和 elF4G, elF4A 有 RNA 解 旋 酶 活性 ， 能 够 
打开 在 真 核 生物 mRNA 5 前 导 序列 中 发 现 的 发 夹 结 
构 ，eIF4A 完成 这 一 功能 由 另 一 个 因子 eIF4B 的 协 
助 ， 并 需要 ATP 提供 能 量 。eIF4G 是 一 个 接头 蛋 
白 ， 能够 结合 多 种 其 他 蛋白 质 ， 包 括 eIF4E (帽子 
结合 蛋白 )、elF3 (40S 核糖 体 亚 基 结 合 蛋 白 ) 和 
Pablp [poly (A) 结合 蛋白 ]。 通 过 这 些 蛋 白质 的 相 
互 作 用 ，eIF4G 能 够 促进 40S 核糖 体 亚 基 结合 
mRNA， 从 而 激发 翻译 起 始 。 

核糖 体 结合 因子 eIF3 是 个 与 elF4G 结合 的 五 贺 
凸 蛋白 ， 并 通过 相同 位 点 结合 病毒 IRES 的 突出 部 
分 。 这 一 发 现 揭示 了 IRES 如 何 替代 elF4G 召集 
elF3， 进 而 召集 40S 核糖 体 亚 基 到 mRNA E. elF3 
通过 阻 断 40S 和 60S 这 两 个 核糖 体 亚 基 间 的 关键 接 
触 点 而 阻止 40S 一 60S 的 过 早 结合 。elF4G， 进 而 是 


eIF4E 靠近 结合 在 40S 核糖 体 颗粒 上 的 mRNA 帽子 
处 ， 所 以 eIF4E 处 在 执行 结合 帽子 这 一 任务 的 位 
Br. 

elF] 和 elIF1A 协同 促使 稳定 的 48S 复合 物 的 形 
成 ， 这 个 复合 物 包括 起 始 因子 、MettRNAM 及 结 
合 在 mRNA 起 始 密码 子 上 的 40S 核糖 体 亚 基 。eIF1 
和 eIF1A 表现 为 解 离 40S 核糖 体 亚 基 与 mRNA 之 间 
不 合适 的 复合 物 ， 促进 扫描 起 始 密码 子 的 48S 稳定 
复合 物 的 形成 。 

elF5B 与 原核 生物 的 IF2 同 源 。eIF5B 在 结合 
GTP 和 激发 两 个 核糖 体 亚 基 的 结合 方面 与 IF2 相 
似 。 在 这 个 反应 中 ，eIF5B 与 eIF5 共同 作用 。eIF5B 
在 利用 GTP 水 解 来 促进 自身 与 核糖 体 分 离 ， 使 蛋白 
质 合成 开始 方面 与 IF2 相似 。 与 IF2 不 同 之 处 在 于 
它 不 能 促使 氨 酰 -tRNA 结合 到 小 核糖 体 亚 基 上 。 在 
真 核 细胞 中 这 一 任务 由 eIF2 完成 。 

原核 生物 的 mRNA 非常 短命 ， 所 以 翻译 调控 在 
这 类 有 机 体 不 普遍 。 然 而 ， 一 些 翻译 调控 确实 发 生 
T. 信使 RNA 的 二 级 结构 能 够 调控 翻译 的 起 始 ， 
如 噬菌体 MS2 家 族 的 复制 酶 基因 ， 或 在 E.coli o* 的 
mRNA 中 ， 其 翻译 起 始 被 二 级 结构 抑制 ， 该 二 级 结 
构 能 通过 加 热 而 变 得 松弛 。 另 外 ， 核 糖 体 蛋白 能 反 
馈 抑制 它们 自身 mRNA 的 翻译 。 

小 RNA 与 蛋白 质 一 致 ， 可 以 影响 mRNA 的 二 
级 结构 ， 控 制 翻译 的 起 始 。 核 开关 是 这 一 控制 能 够 
实施 的 一 种 方式 。E. coli 的 thiM mRNA 的 5'-UTR 
含有 一 个 核 开关 ， 包 括 一 个 核酸 适 体 。 核 酸 适 体 可 
结合 硫 胺 及 其 代谢 物 硫 胺 磷酸 ， 尤 其 是 硫 胺 素 焦 磷 
M (TPP). TPP 丰富 时 ， 可 与 核酸 适 体 结合 引起 
mRNA 构象 改变 ， 将 Shine Dalgarno 序列 隐藏 在 二 
级 结构 中 。 这 种 转换 使 SD 序列 不 为 核糖 体 所 发 现 ， 
从 而 抑制 mRNA 的 翻译 。 

真 核 生物 mRNA 的 寿命 相对 较 长 ， 所 以 对 翻译 
进行 调控 的 机 会 比 原核 生物 要 多 。eIF2 的 a 亚 基 是 
翻译 调控 的 偏爱 靶 位 。 在 血红 素 缺乏 的 网 织 红细胞 
中 ，HCR 是 激活 的 ， 因 此 它 能 使 eIF2a 磷酸 化 ， 抑 
制 翻译 起 始 。 在 病毒 感染 的 细胞 中 ， 另 一 种 激酶 
DAI 是 活化 的 ， 它 也 使 eIF2a 磷酸 化 ， 抑 制 翻译 
起 始 。 

胰岛 素 和 若干 生长 因子 可 激活 由 蛋白 激酶 
mTOR 参与 的 途径 。mTOR 激酶 的 靶 蛋 白 之 一 是 
PHAS] (大 鼠 ) 或 4E-BP1 (人 )。 通 过 mTOR WBF 
酸化 作用 ， 该 蛋白 质 从 eIF4E 上 解 离 下 来 ， 释 放 
eME 参与 更 活路 的 翻译 起 始 。 

在 爪 蜡 卵 母 细胞 中 ，Maskin 结合 eIF4E 和 结合 
了 休 卢 的 细胞 周期 蛋白 B mRNA 的 CPEB。 由 于 
Maskin 的 结合 ，elF4E 不 能 与 elF4G 结合 ， 所 以 翻 
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译 受到 抑制 。 在 卵 母 细 胞 活化 时 ，CPEB 被 磷酸 化 ， 
由 此 激活 多 聚 腺 苷 酸化 ,有 可 能 引起 CPEB 从 
Maskin 上 解 离 ，Maskin 随后 又 从 eIF4E | 
因为 Maskin 不 再 黏附 ，eIF4E 就 可 以 自由 地 与 
elF4G 结合 ， 翻 译 能 够 起 始 。 

KEH mRNA 的 翻译 受 铁 离 子 诱导 。 诱 导 机 制 
大 致 为 : REA ORS RRR EEA) 结合 
到 铁 蛋白 mRNA 5'-UTR 区 5 ' 端 附近 的 茎 环 结构 的 
铁 离子 应 答 元 件 上 〈IRE) 。 铁 离子 解除 阻 遏 并 使 得 
mRNA 翻译 得 以 继续 。 

let7 miRNA 将 人 细胞 中 靶 mRNA 的 多 核糖 体 
转换 成 较 小 的 多 核糖 体 ， 表 明 该 miRNA 阻 断 人 细 
胞 中 翻译 的 起 始 。 由 于 IRES 或 束缚 起 始 因子 产生 
的 帽 非 依赖 性 翻译 起 始 不 受 Ler7 miRNA 影 响 ， 提 
示 该 miRNA 阻 断 人 类 细胞 中 eIF4E 对 目标 mRNA 
帽子 的 结合 。 


复习 题 


1, 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 核 糖 体 亚 基 的 解 
离 与 再 结合 。 

2. IF1 和 IF3 是 怎样 参与 核糖 体 解 离 的 ? 绘图 并 
给 出 与 IF3 相关 的 证 据 。 

3. 如 何 知道 IF3 与 核糖 体 30S 亚 基 结合 ， 但 不 
能 在 50S 亚 基 加 入 形成 70S 核糖 体 后 仍 保持 结合 ? 

4. 两 个 氨 酰 -tRNA 叫 什么 ? 它们 有 什么 作用 ? 

5. 为 什么 MS2 噬菌体 复制 酶 顺 反 子 的 翻译 依 
赖 于 外 壳 顺 反 子 的 翻译 ? 

6. 用 结果 〈 无 需 准 确 的 碱 基 序列 ) 支持 Shine 
Dalgarno 序列 和 16S rRNA 碱 基 配对 在 翻译 起 始 中 
的 重要 作用 ， 选 择 最 令 人 信服 的 结果 。 

7, 给 出 实验 结果 ， 表 明 3 个 起 始 因子 在 mR- 
NA- 核 糖 体 结合 中 的 作用 。 

8. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 GTP 水 解 在 30S 
起 始 复合 物 形成 中 的 作用 〈 如 果 有 的 话 ) 。 

9. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 GTP 水 解 在 IF2 
从 核糖 体 上 释放 中 的 作用 。 

10. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 起 始 因子 对 30S 
亚 基 的 协同 性 结合 。 

11. 给 出 实验 结果 ， 表 明 3 种 起 始 因子 在 fMet 
tRNA 结合 核糖 体 方面 的 作用 。 

12. 图 示 总 结 E. coli. 翻译 的 起 始 过 程 。 

13. 解释 什么 是 Shine-Dalgarno 序列 和 Kozak 
共同 序列 ， 对 比 它们 的 作用 。 

14. 写 出 理想 的 真 核 生物 翻译 起 始 位 点 序列 。 
除 AUG 外 ， 最 重要 的 位 点 是 什么 ? 

15. 图 示 翻译 起 始 的 扫描 模型 。 

16. 举例 说 明 核糖 体 的 扫描 能 够 越过 AUG 并 且 

+ 510» 


从 下 游 的 AUG 起 始 翻译 。 

17. 在 何 种 情况 下 ， 良 好 序列 环境 的 上 游 AUG 
对 下 游 AUG 的 起 始 无 阻碍 作用 ， 给 出 证 据 。 

18. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 mRNA 前 导 序 
列 的 二 级 结构 对 扫描 的 作用 。 

19. 图 示 真 核 生物 翻 译 起 始 步骤 ， 给 出 每 一 级 
起 始 因 子 的 作用 。 

20. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 鉴 定 帽子 结合 蛋白 。 

21. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 帽 子 结合 蛋白 
刺激 加 申 mRNA， 而 不 是 非 加 帽 mRNA 的 翻译 。 

22. eIF4F 的 亚 基 结 构 是 什么 ? 不 要 求 分 子 
质量 。 

23. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 eIF4A 和 elF4B 
在 翻译 中 的 作用 。 

24. 峭 欧 灰质 炎 病 毒 遗 传 物质 是 怎样 模仿 典型 
的 细胞 mRNA 的 ? 有 什么 不 同 ? 病毒 是 怎样 利用 这 
种 差异 的 ? 与 肝炎 病毒 C 比较 和 对 比 这 一 行为 。 

25. 怎样 知道 eIF1 和 eIF1A 不 能 通过 激活 对 同 
一 mRNA 的 扫描 ， 引 起 复合 物 [转化 成 复合 物 I. 

26. 比较 起 始 因子 IF2 和 eIF5B， 它 们 所 具有 的 
相同 作用 是 什么 ? 什么 功能 是 IF2 具有 而 eIF5B 没 
有 的 ? 在 真 核 生物 中 由 什么 因子 执行 这 一 功能 ? 

27. WÈ rpoH mRNA 感知 高 温 并 启动 自身 翻 
译 的 机 制 ， 这 个 模型 的 证 据 是 什么 ? 

28. MIRE. coli thiM 基因 中 核 开关 控制 翻译 的 
机 制 。 

29. 阐述 elF2a 磷酸 化 的 翻译 抑制 模型 。 

30. 提供 一 种 模型 解释 PHAS-I 磷酸 化 在 翻译 
效率 上 所 起 的 作用 。 

31. 令 述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 铁 蛋白 mRNA 
的 IRE 区 对 铁 蛋 白 合成 中 铁 离子 诱导 性 的 重要 性 。 

32. 提出 在 哺乳 动物 细胞 中 铁 蛋白 合成 的 铁 离 
子 诱导 性 的 假说 。 确 信 你 的 假说 能 解释 为 什么 当 细 
胞 中 铁 蛋 白 基因 由 强 启动 子 驱动 时 铁 蛋 白 合成 不 可 
诱导 。 

33. 人 类 letr7 miRNA 是 怎样 控制 其 目标 基因 
的 表达 的 ? 总 结 这 一 模型 的 证 据 。 


分 析 题 


1. 叙述 一 个 趾 纹 分 析 实 验 ， 涉 及 在 无 细胞 提取 
物 中 (包含 翻译 所 需 的 全 部 因子 ) 的 E. coli 核糖 体 
亚 基 和 假设 的 mRNA。 只 有 30S 亚 基 或 只 有 50S 亚 
基 时 ， 预 期 得 到 什么 结果 ?两 种 亚 基 都 存在 并 有 除 
亮 氨 酸 之 外 的 所 有 氨基 酸 时 ， 预 期 得 到 什么 结果 ? 
亮 氨 酸 在 该 多 肽 的 第 20 位 。 

2. 预测 下 列 突变 对 噬菌体 R17 外 壳 基 因 和 复制 
酶 基因 翻译 的 影响 : 


a 外 壳 基 因 起 始 密码 子 下 游 6 MT EA 
突变 提前 形成 终止 密码 子 )。 

b 外 壳 基 因 起 始 密码 子 周围 共 环 的 突变 减弱 了 
茎 环 的 碱 基 配 对 。 

c 复制 酶 内 部 基因 的 突变 导致 它 与 外 壳 基 因 起 
始 密码 子 碱 基 配 对 。 

3. 你 正在 研究 一 个 真 核 生物 基因 ， 其 翻译 通常 
从 mRNA 的 第 二 个 AUG 开始 ， 在 两 个 密码 子 AUG 
之 间 的 序列 是 ，CGGAUGCACAGGACAUCCUAU- 


GGAGAUGA, 两 个 AUG 密码 子 已 加 下 夯 线 ， 预 测 
下 列 突 变 给 mRNA 翻译 带 来 的 影响 。 

a 把 第 一 和 第 二 个 C 突变 成 G。 

b. 把 第 一 和 第 二 个 C 突变 成 G， 并 把 第 二 个 
AUG 前 的 UAU 密码 子 突变 成 UAG。 

< 把 末端 的 GAGAUGA 序列 突变 成 CAGAUGU。 


翻译 马 纪 RE REA 
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第 18 章 蛋白 质 翻译 机 制 II: 


延伸 与 终止 


E. coli 基因 的 透射 电镜 假 彩色 图 像 ， 显 示 转 录 和 翻译 DNA 纤 丝 从 左下 方 穿 过 图 像 ， 每 个 mRNA fE 
上 黏附 有 大 量 核糖 体 。Copyright © Oscar Miller/SPL/Photo Researchers, Inc. 


蛋白 质 翻 译 的 延伸 过 程 在 细菌 和 真 核 生 物 非常 
类 似 ， 所 以 我 们 将 同时 学 习 这 一 过 程 ， 先 讨论 细菌 
系统 ， 然 后 了 解 其 与 真 核 系统 的 某 些 差异 。 

如 第 17 章 所 学 ， 细 菌 翻 译 的 起 始 过 程 产生 了 一 
个 由 mRNA 和 起 始 氨基 酰 -TRNA、fMet-tRNAi* 引 
发 的 核糖 体 ， 多 肽 链 的 延伸 已 经 准备 好 。 在 我 们 讨 
论 延 伸 过 程 之 前 ， 先 来 考虑 一 些 关于 延伸 的 基本 问 
Wi: 多肽 链 是 按 什么 方向 合成 的 ? ORMER 
么 方向 阅读 mRNA? 回 指导 与 mRNA 对 应 氨基 酸 


挫 人 的 遗传 密码 的 本 质 是 什么 ? 
18.1 多 肽 链 合成 及 mRNA 翻译 
的 方向 


蛋白 质 的 合成 每 次 只 添加 一 个 氨基 酸 ， 那 么 合成 
从 哪儿 开始 呢 ? 多 肽 链 的 延伸 是 沿 氨基 端 到 羧基 端 方 
向 ,还 是 沿 相反 方向 ? 换 句 话说 ， 哪 个 氨基 酸 被 第 一 
个 添加 到 延伸 的 肽 链 上， 是 N 端 氨基 酸 还 是 C 端 氨 
基 酸 ?1961 年 ，Howard Dintzis 提供 了 多 肽 链 合成 沿 
N 端 ~C 端的 确凿 证 据 ， 他 在 研究 分 离 的 兔 网 织 红 细 
胞 〈 未 成 熟 血 细胞 ) 中 ce 和 BB 球 蛋白 的 合成 时 获得 了 
这 一 证 据 。 他 用 CH] 亮 氨 酸 间隔 不 同时 间 段 标记 
合成 中 的 球 蛋 白 ， 以 CC] 亮 氨 酸 进行 长 时 间 标记 。 
然后 ， 分 离 上 和 人 # 球 蛋白 ， 用 胰 蛋 白 酶 切 成 多 肽 ， 分 
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离 肽 段 。 以 肽 段 在 蛋白 质 中 从 N 端 到 C 端的 位 置 对 
CH) 亮 氨 酸 挫 入 多 肽 中 的 相对 量 作 图 。 所 用 CC] 
亮 氨 酸 的 长 时 间 标 记 应 该 对 所 有 多 肽 是 同等 的 ， 所 以 
可 作为 内 标 对 照 计 算 在 纯化 过 程 中 某 些 肽 的 损失 ， 以 
及 不 同 肽 段 间 亮 氨 酸 含量 的 差异 。 

图 18. 1 显示 了 这 一 过 程 是 如 何 判定 蛋白 质 翻 译 
方向 的 。 需 要 注意 的 是 ， 当 添加 标记 物 时 ， 和 蛋白 质 链 
处 于 合成 的 各 不 同 阶段 。 因 此 ， 有 些 刚 开始 ， 有 些 已 
部 分 完成 ， 而 有 些 则 基本 完成 了 。 这 意味 着 只 有 当 标 
记 物 加 入 刚 开始 合成 的 蛋白 质 时 ， 标 记 物 才 会 挫 入 第 
一 个 氨基 酸 中 ， 其 他 不 同 合成 程度 的 蛋白 质 将 在 下 游 
肽 段 中 出 现 标记 物 ， 而 不 是 在 第 一 个 氨基 酸 中 。 对 比 
之 下 ， 短 时 间 标记 后 蛋白 质 合成 未 端 处 的 标记 物 会 相 
对 丰富 ， 中 间 肽 段 为 中 等 水 平 的 标记 。 因 此 ， 如 果 翻 
译 从 氨基 端 起 始 ， 标 记 将 在 羧基 末端 最 强 。 图 18. 2 
显示 了 这 一 结果 。e 和 片 球 蛋 白 中 标记 的 多 肽 都 自 氨 
基 端 向 羧基 端 升 高 ， 并 且 这 种 差异 在 短 时 间 内 特别 明 
显 。 因 此 ， 蛋 白质 合成 起 始 于 氨基 端 。 

mRNA 是 按 5 一 3 方向 阅读 ， 还 是 相反 方向 呢 ? 
已 知 蛋白 质 的 合成 方向 是 从 氨基 端 至 羧基 端的 ， 那 
么 很 容易 证 明 mRNA 是 按 5' 一 3' 方 向 被 阅读 的 。20 
世纪 60 年 代 ， 当 分 子 生物 学 家 第 一 次 用 人 工 合成 的 
mRNA 做 模板 合成 蛋白 质 时 ， 其 中 一 些 信使 RNA 
就 包含 了 对 该 问题 的 答案 。 例 如 ， 当 Ochoa 及 同事 翻 
¥ mRNA 5-AUGUUUn-3' 时 ， 得 到 了 fMetPhe， 其 
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图 18. 1 确定 蛋白 质 翻译 方向 的 实验 策略 。(a) 标记 蛋白 质 。 多 个 核糖 体 在 一 条 mRNA 链 上 进行 翻译 ， 假 设 
mRNA 的 翻译 方向 是 5 一 3 ， 蛋 白质 的 合成 方向 是 从 氨基 端 (N) 到 羧基 端 〈C)。 标 记 的 氨基 酸 (CH-Leu) 
pele od FUECCSA CBT KP NEA RE, MBSA. RITA RA BP, miet 

多 肽 的 N 端 ， 而 在 右边 几乎 完成 的 蛋白 质 中 ， 标 记 靠 近 多 肽 的 C 端 。(b) 一 段 中 等 标记 时 间 后 ， 在 完 
Pees 靠近 顶部 的 蛋白 质 ， 标 记 只 在 C 端 与 (a) 图 靠近 右 侧 基本 上 完成 的 蛋白 质 相对 
应 ; 底部 的 蛋白 质 ， 标 记 向 N 端 分 布 ， 对 应 于 (a) 图 左 侧 正在 增长 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 有 时 间 将 标记 挫 信 
不 同 长 度 的 蛋白 质 中 。 胰 蛋白 酶 的 切割 位 点 用 下 方 的 箭头 表示 ， 根 据 在 蛋白 质 中 的 位 置 ， 产 生 的 肽 段 标号 为 
1 一 6。(c) 模式 实验 结果 。 将 1 一 6 SAKE SICH 标记 相对 量 作 图 ， 发 现 C 端的 多 肽 标记 最 强 。 这 正 是 我 们 
PREN, N 端 起 始 的 结果 。 假 如 从 C 端 起 始 (与 a 图 中 所 画 的 相反 )， 那 么 N H Bk 9 fa ICI A Ee 
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图 18.2 确定 翻译 方向 。Dintzis 在 免 网 织 红细胞 中 实施 了 图 18. 1 所 示 的 实验 计划 ， 该 系统 只 合成 ee，B- 
球 蛋 白 。Dintzis 用 [*H]-Leu 在 不 同时 间 段 标记 网 织 红 细胞 ， 然 后 分 离 oq、B 球 蛋白 ， 用 胰 蛋 白 酶 分 别 水 
解 ， 再 确定 每 条 肽 段 的 标记 量 。 用 : H-Leu 的 相对 量 对 肽 段 数目 作 图 ，N 端 肽 在 左 侧 ，C 端 肽 在 右 侧 。 曲 
& (a) REH, (b) 有 球 蛋 白 都 表明 C 端 多 肽 有 最 大 标记 ， 尤 其 是 短 时 间 标记 后 。 如 果 翻 译 从 蛋白 质 的 
NN 端 开 始 ， 这 正 是 我 们 所 期 望 的 。 注 意 ， 肽 段 的 号 码 并 不 像 图 18. 1 中 那样 与 它们 在 蛋白 质 中 的 位 置 对 应 。 
(Source; Adapted from Dintzis, H. M. , Assembly of the peptide chains of hemoglobin. Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 47; 255, 1961.) 
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中 {Met 是 在 氨基 端的 。 已 知 AUG 编码 fMet, 
UUU 编码 丙 氨 酸 (Phe), Rij] RAH (Met HBA 
蛋白 质 的 氨基 端 ， 这 就 意味 着 它 是 在 任 一 Phe 之 前 
先 加 入 的 。 因 此 ，mRNA 一 定 是 从 5 端 阅读 的 ， 因 
为 那儿 是 fMet 密码 子 的 位 置 。 

小 结 “ 信 使 RNA 按 -3' 方 向 阅读 ,与 它 
们 被 合成 的 方向 一 致 。 蛋 白质 合成 以 氨基 端 一 羧 
基 端 方向 进行 ， 这 意味 着 氨基 端 氨基 酸 先 加 入 。 


18.2 遗传 密码 子 


遗传 密码 (genetic code) 一 词 是 指 mRNA 上 编 
码 20 种 氨基 酸 的 3- 碱 基 密 码 (密码 子 ，codon)。 像 
其 他 密码 一 样 ， 在 我 们 了 解密 码 子 所 代表 的 意思 之 前 
必须 破译 它 。 然 而 在 1960 年 之 前 ， 有 关 遗 传 密码 的 
一 些 基础 问题 尚 不 清楚 ， 如 密码 子 重 蚕 吗 ” 密 码 中 有 
间隔 或 间断 吗 ? 几 个 碱 基 组 成 一 个 密码 子 ? 在 20 世 
纪 60 年 代 ， 这 些 问题 通过 一 系列 富有 想象 力 的 实验 
都 得 到 了 回答 ， 这 里 我 们 来 了 解 一 下 这 些 实验 。 


非 重 登 性 密码 子 


在 非 重合 密码 中 ， 大 多 数 情况 下 每 个 碱 基 都 是 
密码 子 的 一 部 分 。 而 在 重 登 密码 中 ， 一 个 碱 基 可 能 
是 两 个 ， 甚 至 3 个 密码 子 的 成 分 。 请 看 下 面 的 一 小 
段 信使 RNA， 

AUGUUC 
假设 密码 是 三 联 体 〈 每 个 密码 子 有 3 个 碱 基 ) 并 且 
从 起 始 端 读 起 ， 那 么 如 果 密 码 是 非 重 登 的 ， 则 密码 
子 应 该 是 AUG 和 UUC. 而 重合 密码 可 能 会 产生 4 
个 密码 子 ， AUG、UGU、GUU、UUC。 早 在 1957 
年 ，Sydney Brenner 从 理论 上 推测 这 种 完全 重合 的 
: 联 密 码 是 不 可 能 的 。 

然而 截至 1957 年 ， 密 码 子 部 分 重 肥 的 可 能 性 仍 
然 不 能 排除 。 但 A. Tsugita 等 通过 以 下 分 析 否 定 了 
这 一 可 能 :如 果 密 码 子 是 非 重 得 性 的 ， 那 么 mRNA 
的 一 个 碱 基 改变 〈 错 义 突变 ) 仅 会 引起 所 得 蛋白 质 
中 一 个 氨基 酸 的 改变 。 如 下 面 的 序列 : 

AUGCUA 
假设 密码 为 三 联 体 〈 每 个 密码 子 3 个 碱 基 ) 并 且 从 
起 始 端 讯 起， 那么 如 果 是 非 重 要 的 ， 则 密码 应 该 是 
AUG 和 CUA。 第 三 个 碱 基 〈G) 的 改变 只 会 改变 一 
个 密码 子 (AUG) ， 因 而 最 多 影响 一 个 氨基 酸 。 相 
反 ， 如 果 密 码 是 重 登 的 ， 碱 基 G 是 3 个 相 邻 密码 子 
(AUG, UGC 和 GCU) 的 一 部 分 ， 那么 改变 G 就 
会 产生 3 个 氨基 酸 的 改变 。 当 研究 者 将 单 碱 基 改 变 
引入 烟草 花 叶 病毒 (TMV) mRNA 时 ， 发 现 并 未 引 
… 514 。 


起 一 个 以 上 氨基 酸 的 改变 。 因 此， 密码 子 一 定 是 非 
BBM. 
密码 中 无 间隔 

如 果 密 码 中 包含 非 翻 译 间隔 ， 或 “间隔 符 ”"， 那 
么 单 碱 基 缺 失 或 增加 就 会 改变 多 个 密码 子 ， 但 预期 
在 下 一 个 间隔 符 之 后 ， 核 糖 体会 回 到 正常 轨道 。 换 
名 话说 ,这些 突变 可 能 经 常 是 致死 性 的 ,但 在 多 数 
情况 下 ， 只 在 信使 RNA 的 一 个 间隔 符 前 发 生 ， 因 
此 ， 如 果 有 影响 的 话 也 会 很 小 。 但 是 ， 如 果 没 有 间 
隔 符 使 核糖 体 回 到 正常 轨道 ， 那 么 突变 将 是 致死 性 
的 ， 除 非 突变 刚好 发 生 在 信使 RNA 的 末端 。 

这 类 突变 确实 可 以 发 生 ， 被 称 为 移 码 突变 
(frameshift mutation)， 其 机 制 如 下 。 再 看 以 下 这 一 
小 段 信使 RNA: 

AUGCAGCCAACG 
如 果 翻 译 从 头 开始 ， 密 码 子 应 该 是 AUG, CAG, 
CCA、ACG。 如 果 紧 接 在 U 的 后 面 插 和 人 一 个 碱 基 
X), #8): 

AUXGCAGCCAACG 
现在 ， 这 个 序列 翻译 为 AUX、GCA、GCC、AAC。 
注意 ， 插 人 的 额外 碱 基 不 但 改变 了 它 所 插 和 人 的 密码 
F (AUX)， 而 且 影响 了 其 后 的 所 有 密码 子 。 可 读 
框 (reading frame) 向 左 偏 移 了 一 个 碱 基 ， 因 此 在 
第 二 个 密码 子 中 原来 C 是 第 一 个 碱 基 ， 现 在 是 G 在 
那个 位 置 。 

另 一 方面 ， 带 有 间隔 符 的 密码 的 两 侧 会 有 一 个 
或 多 个 非 翻译 碱 基 ， 在 下 列 信息 中 用 Z 表示 。 间 隔 
符 起 到 分 隔 密码 子 的 作用 ， 以 便 核糖 体 可 以 识别 它 ， 

AUGZCAGZCCAZACGZ 
在 这 个 序列 的 任意 位 置 切除 或 插 人 一 个 碱 基 只 会 改 
变 一 个 密码 子 ， 受 损 密码 子 末端 的 间隔 符 〈Z) 会 使 
核糖 体 返 回 到 正常 翻译 轨道 。 因 此 ， 对 第 一 个 密码 
子 加 上 一 个 额外 碱 基 X) 产生 下 列 信 息 : 
AUXGZCAGZCCAZACGZ 
现在 , 第 一 个 密码 子 (AUXG) 是 错 的 ， 但 其 他 密 
码 子 仍 由 间隔 符 Z 规则 地 隔 开 并 正常 翻译 。 

但 是 ， 当 Francis Crick 及 同事 用 咱 啶 染料 处 理 
细菌 〈 该 染料 通常 引起 单 碱 基 插 入 或 缺失 ) 时 ， 他 
们 发 现 这 些 突变 的 后 果 非 常 严 重 ， 突 变 基因 都 产生 
没有 功能 的 产物 。 这 正 是 我 们 所 预期 的 “无 间隔 符 ” 
密码 没有 间隔 的 结果 : 碱 基 的 插 人 或 缺失 造成 信使 
RNA 的 阅读 框 变化 ， 这 种 改变 一 直 持续 到 信息 的 
末端 。 

此 外 ，Crick 发 现 插 人 一 个 碱 基 可 以 抵消 缺失 碱 
基 所 造成 的 影响 ， 反 之 亦 然 。 这 一 现象 如 图 18. 3 所 
示 ， 先 人 工 合成 一 段 由 密码 子 CAT 重复 组 成 的 基 


因 ， 当 在 第 三 位 插 人 碱 基 G 后 ， 可 读 框 发 生 改 变 ， 
其 后 所 有 密码 子 都 读 成 TCA 了 。 当 以 野生 型 基因 开 
始 ， 删 除 第 5 位 碱 基 A 时 ， 可 读 框 从 另 一 个 方向 发 
生 改 变 ， 其 后 的 所 有 密码 子 都 读 成 ATC 了 。 将 这 两 
个 突变 基因 杂交 可 产生 一 个 重组 的 “ 假 野 生 型 ” 基 
因 (图 18. 3 中 第 4 行 )， 其 中 前 两 个 密码 子 CAG 和 
TCT 是 错 的 ， 但 其 后 的 插 人 和 切除 效应 抵消 ， 原 初 
的 可 读 框 人 复 ， 此 后 的 所 有 密码 子 读 为 CAT。 
有 

CATICATICATICATICAT 
CAGITCAITCAITCAITCA 
CATIGTCIATCIATCIATC 
CAGITCT ICATICATICAT 
CAGIGGTICATICATICAT 


1. 野 生 型 : 

2. 增 加 一 个 碱 基 : 
3. 删 除 一 个 碱 基 : 
4.#2 和 #3 杂交 : 
5. 增 加 3 个 碱 基 


图 18.3 移 码 突变 。 第 1 行 : 由 CAT 重复 序列 
组 成 的 人 造 基因 。 垂直 虚线 表示 从 起 始 密码 子 开 
始 的 可 读 框 。 第 2 行 : 在 第 3 位 加 入 碱 基 G， 使 
第 一 个 密码 子 变 为 CAG， 可 读 框 依次 向 左 移动 一 
位 导致 其 后 的 密码 子 全 部 变 为 TCA。 第 3 行 : 删 
除 野生 型 基因 的 第 5 位 碱 基 A (三 角形 标记 )， 
第 2 个 密码 子 变 为 CTC， 可 读 框 依次 向 右 移动 一 
位 ， 其 后 的 所 有 密码 子 变 为 ATC. 第 4 行 : 将 第 
2 行 和 第 3 行 的 突变 基因 杂交 可 获得 “ 假 野生 型 ” 
回复 突变 体 ， 其 密码 子 顺 序 因 添加 和 删除 效应 回 
复 ， 最 后 的 结果 是 只 有 开始 的 两 个 密码 子 改变 ， 
而 其 他 的 又 回 到 正确 的 可 读 框 。 第 5 行 ， 在 前 两 
个 碱 基 后 加 入 3 个 碱 基 GGG (红色 ), 打 乱 了 前 
两 个 密码 子 ， 但 其 后 阅读 框 的 顺序 未 发 生 改变 ， 
缺失 3 个 碱 基 也 得 到 同样 结果 。 


三 联 密码 

Francis Crick 和 Leslie Barnett 发 现 ， 一 组 假定 
的 3 个 碱 基 插 和 或 缺失 会 产生 假 野 生 型 基因 (图 
18.3, 第 5 行 )。 这 必然 要 求 密码 子 由 3 个 碱 基 组 
成 。 正如 Crick 在 看 到 实验 结果 后 对 Barnett 说 的 
“我 们 是 唯一 两 个 知道 密码 是 三 联 体 的 人 !” 实 际 上 ， 
Crick 和 Barnett 只 是 推断 出 他 们 的 假 野生 型 基因 含 
有 3 个 碱 基 插 人 或 缺失 ， 他 们 尚 无 法 测序 基因 加 以 
证 实 ， 因 此 还 需要 更 多 的 实验 来 证 实 。 

1961 年 ，Marshall Nirenberg 和 Johann Hein- 
rich Matthaei 做 了 一 个 突破 性 的 实验 ， 为 证 明 密 码 
子 的 三 联 体 特 性 以 及 为 破译 遗传 密码 葛 定 了 基础 
这 个 实验 难以 置信 的 简单 ， 它 表明 人 工 合成 的 RNA 
可 以 进行 体外 翻译 。 具 体 讲 ， 当 Nirenberg 和 Mat- 
thaei 翻译 poly (U) (RA U 组 成 的 人 工 合成 


RNA) 时 ， 得 到 了 多 聚 葵 丙 氨 酸 。 这 一 结果 自然 告 
诉 他 们 编码 茶 丙 氨 酸 的 密码 子 只 含 U， 这 个 发 现 本 
身 就 很 重要 ， 但 其 更 大 的 提示 是 可 以 设计 确定 序列 
的 人 工 合成 mRNA， 分 析 其 蛋白 质 产物 从 而 使 密码 
的 性 质 清楚 地 显示 出 来 。Gobind Khorana 及 同事 是 
这 个 策略 的 主要 实践 者 。 

以 下 是 Khorana 如 何 合成 信使 RNA 证 实 密码 
子 含有 3 个 碱 基 的 。 首 先 ， 如 果 密 码 子 含有 奇数 个 
BE, 那么 重复 的 二 核 苷 酸 poly (UC) 或 UCU- 
CUCUC…, 不 管 翻译 起 始 于 哪个 碱 基 ， 都 应 当 包 
含 两 个 交替 的 密码 子 CUCU 和 CUC) 。 其 产生 的 蛋 
白质 应 该 是 重复 的 二 肽 〈dipeptide) ， 即 两 个 氨基 酸 
相互 交替 。 如 果 密 码 子 有 偶数 个 碱 基 ， 则 只 有 一 个 
密码 子 〈 如 UCUC) 重复 下 去 。 当 然 ， 如 果 翻 译 起 
始 于 第 二 个 碱 基 ， 单 个 重复 密码 子 会 不 同 〈CU- 
CU). 在 这 两 种 情况 下 ， 所 产生 的 蛋白 质 应 是 同 聚 
多 肽 (homopolypeptide)， 只 含有 一 种 氨基 酸 。 
Khorana 发 现 poly (UC) 翻译 成 一 条 重复 的 二 肽 
poly (Ser-Leu) (图 18. 4a), 证 明 密 码 子 含有 奇数 
个 碱 基 。 

正如 所 预期 的 ， 如 果 密 码 子 中 碱 基数 是 3 或 3 
的 倍数 ， 重 复 三 联 码 就 被 翻译 成 同 聚 多 肽 。 例 如 ， 
poly (UUC) 翻译 成 多 聚 茶 丙 氨 酸 加 多 聚 丝 氨 酸 加 
ERAM (图 18. 4b) 。 产 生 3 种 不 同 产物 的 原因 
是 翻译 可 从 人 工 合成 信息 的 任 一 点 开始 。 因 此 ，po- 
ly (UUO) 可 读 作 UUC、UUC…，UCU、UCl 
或 CUU、CUU…, 这 取决 于 翻译 从 哪里 开始 。 在 
所 有 情况 下 ,一旦 翻译 开始 ， 只 要 密码 子 中 碱 基数 
能 被 3 整除 ， 就 只 有 一 种 密码 子 。 

重复 的 4 核 苷 酸 被 翻译 成 重复 的 四 肽 。 例 如 ， 
poly (UAUC) 产生 多 聚 〈 酷 氨 酸 - 亮 氨 酸 -丝氨酸 - 
异 亮 氨 酸 ) (图 18. 4c) 。 作 为 练习 ， 你 可 以 依据 3 
碱 基 、9 碱 基 或 更 多 碱 基 密 码 自己 写 出 这 类 信使 
RNA 的 氨基 酸 序列 ， 但 不 必要 做 6 碱 基 密 码 子 
《我 们 已 经 知道 密码 子 不 可 能 是 偶数 ) 。 由 于 密码 子 
不 太 可 能 有 9 个 碱 基 之 多 ， 所 以 3 是 最 佳 选择 。 以 
另 一 种 方式 来 看 这 个 问题 ，3 是 给 出 足够 的 不 同 密 
码 子 对 20 种 氨基 酸 进行 专 一 性 编码 的 最 小 数字 〈4 
个 碱 基 取 3 的 排列 数 为 4 ， 即 64) 。2 碱 基 密 码 子 
只 有 16 个 (各 二 16)， 不 够 用 ,而 9 碱 基 密 码 子 超 
过 了 200000 个 (4° =262 144), 大 自然 通常 比 这 
要 节约 得 多 。 

小 结 ”遗传 密码 是 mRNA 上 的 一 套 3 碱 基 密 
码 , 指导 核糖 体 将 特定 的 氨基 酸 加 入 多 驮 。 这 种 

密码 是 非 重合 性 的 ， 即 每 个 碱 基 只 是 一 个 密码 子 
的 一 部 分 ， 密 码 间 也 缺乏 间隔 或 间隔 符 ， 即 在 
mRNA 编码 区 的 每 个 碱 基 是 一 个 密码 子 的 一 部 分 。 
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(a) UCUCUCUCUCUC 
ee 


Ser Leu Ser Leu 


(b) UUCUUCUUCUUC 或 UUCI 
Phe Phe Phe Phe Ser 
(c) UAUCUAUCUAUC 
[eb at ab ty} 


Tyr Leu Ser lie 


UUCUUCUUC 或 UuguucuuCcUUC 


[eat ad} 


Ser Ser Leu Leu Leu 


18.4 几 种 合成 mRNA 的 编码 性 质 。(a) 由 UC 二 核 背 酸 重复 片段 构成 的 RNA 链 包含 两 个 
交替 的 密码 子 ，UCU 和 CUC， 分 别 编码 Ser 和 Leu。 翻 译 产 物 是 Ser-Leu 二 肽 重复 序列 组 成 的 
ERIE. (b) 由 UUC 三 联 体重 复 序列 构成 的 RNA 链 包 含 3 个 密码 子 : UUC、UCU 和 CUU， 
分 别 编码 Phe, Ser 和 Leu。 根 据 翻 译 的 起 点 不 同 ， 即 核糖 体 上 的 可 读 框 不 同 分 别 得 到 3 种 产 
WH: SRKARM, SRAAMAL REAM. (c) 由 UAUC 重复 片段 构成 的 RNA 链 包含 4 
个 密码 子 : UAU、CUA、UCU 和 AUC， 分 别 编码 Tyr, Leu, Ser 和 lle。 翻 译 产物 是 由 Tyr 


LeurSerlle 四 肽 重复 序列 组 成 的 多 聚 体 。 


破译 密码 

显然 ，Khorana 的 人 工 合成 mRNA 提供 了 某 些 
密码 子 的 重要 线索 ,例如 ，poly (UC) FEER 
氨 酰 - 亮 氨 酸 ， 据 此 可 知 两 个 密码 子 CUCU 和 
CUC) 中 的 一 个 编码 Ser， 另 一 个 编码 Leu。 但 问题 
依然 存在 ， 哪个 密码 子 编码 Ser， 哪 个 编码 Leu? 
Nirenberg 设计 了 一 套 非常 有 效 的 方法 来 回答 这 个 问 
题 。 他 发 现 三 核 苷 酸 通常 就 足以 像 mRNA 了 ， 可 引 
起 专 一 的 氨基 酰 -tRNA 与 核糖 体 结合 。 例 如 ， 三 核 
FM UUU 可 引起 苯 丙 酰 -tRNA， 而 不 是 赖 氨 
酰 -tRNA 或 其 他 任何 氨 酰 -tRNA 的 结合 ， 因 此 可 认 
为 UUU 是 苏 丙 氨 酸 的 密码 子 。 但 这 个 方法 还 不 完 
美 ， 因 为 有 些 密码 子 不 能 引起 任何 氨 酰 -tRNA 与 核 
糖 体 结合 ， 虽 然 它们 是 某 些 氨基 酸 真正 的 密码 子 。 
但 该 方法 对 Khorana 的 方法 提供 了 很 好 的 补充 ， 后 
者 自身 也 不 能 至 少 是 不 容易 得 出 全 部 的 答案 。 

这 是 两 种 方法 如 何 结合 使 用 的 例子 ， 多 聚 核 苷 
酸 poly (AAG) 产生 多 聚 赖 氨 酸 加 多 聚 谷 氨 酸 加 多 
聚 精 氨 酸 ， 这 段 合成 的 RNA 链 有 3 个 不 同 的 密码 
F: AAG, AGA 和 GAA。 哪 一 个 编码 赖 氨 酸 呢 ? 
用 Nirenberg 的 分 析 法 对 所 有 3 个 都 进行 了 测试 ， 得 
到 的 结果 见 图 18. 5。 很 明显 ，AGA 和 GAA 不 能 引 
起 ["*C] 赖 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 结合 ， 而 AAG 可 
以 。 因 此 , 在 poly (AAG) 中 ，AAG 是 Lys 的 密 
码 子 。 对 这 个 实验 还 值得 注意 的 是 AAA 也 引起 束 
氨 酰 -tRNA 的 结合 ， 因 此 AAA 是 赖 氨 酸 的 另 一 个 
密码 子 ， 由 此 表明 该 密码 系统 的 一 般 特 性 : 多 数 情 
况 下 ， 有 一 个 以 上 的 三 联 体 编码 一 个 氨基 酸 。 换 句 
话说 ,密码 是 简 并 的 (degenerate)。 

图 18. 6 给 出 了 全 部 遗传 密码 。 正 如 预计 的 ， 有 
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th 二 只 
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结合 的 [4CjlysyHtRNA/(cpmx10? 


0 


5 


10 
MAHL RAR 
图 18.5 ”不同 密码 子 所 引发 的 赖 氨 酰 -tRNA 与 核 
糖 体 的 结合 。 将 同位 素 碳 标记 CC) 的 赖 氨 酰 - 
tRNA, ÆFA ZTM AAA, AAG, AGA, 
GAA 存在 情况 下 与 E. coli 的 核糖 体 混合 。 用 硝酸 
纤维 素 薄 膜 过 滤 法 检测 赖 氨 酰 -tRNA- 核 糖 体 复合 
物 的 形成 〈 复 合 物 会 黏附 在 薄膜 上 ， 而 没有 形成 
复合 物 的 赖 氨 酰 -tRNA BRA RED. AAA 是 已 
知 的 赖 氮 酸 密码 子 ， 因 此 ， 也 同样 可 以 观察 到 由 
它 引发 的 赖 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 结合 的 现象 
(Source; Adapted from Khorana, H.G., Syn- 
thesis in the study of nucleic acids, Biochemical 
Journal 109; 715, 1968.) 


64 个 不 同 的 密码 子 但 只 有 20 种 氨基 酸 ， 并 且 所 有 
的 密码 子 都 被 用 上 了 - 有 3 个 “终止 ”密码 子 出 现 
在 信使 RNA 的 末端 ， 其 他 所 有 的 都 编码 特定 的 氨 
基 酸 ， 这 意味 着 该 套 密码 是 高 度 简 并 的 。 亮 氨 酸 、 
丝氨酸 、 精 氨 酸 各 有 6 个 不 同 的 密码 子 ， 膊 氨 酸 、 


苏 氨 酸 、 丙 氨 酸 各 有 4 个 ， 异 亮 氨 酸 有 3 个 ， 其 余 
的 大 多 数 氨基 酸 有 2 个 。 只 有 甲 硫 氨 酸 和 色 氨 酸 各 
只 有 一 个 密码 子 。 

小 结 - 遗传 密码 的 破译 是 通过 人 工 合成 的 
信使 RNA 来 观察 合成 的 多 肽 链 ， 或 者 人 工 合成 
三 核 背 酸 观 察 气 酰 -了 RNA 与 核糖 体 的 结合 进行 
的 共有 64 个 密码 子 ，3 个 为 终止 信号 ， 其 他 
密码 子 都 编码 毛 基 酸 ， 这 意味 着 密码 子 是 高 度 
简 并 的 。 


密码 子 与 反 密 码 子 间 的 异常 碱 基 
配对 

生物 体 如 何 解决 多 个 密码 子 编码 同一 氨基 酸 这 
个 问题 呢 ? 一 种 方式 可 能 是 对 同一 个 氨基 酸 具有 多 
个 tRNA ( 同 工 tRNA, isoaccepting species)， 每 个 
都 专 一 性 地 对 应 不 同 的 密码 子 。 这 是 答案 的 一 部 分 ， 
事实 上 ， 特 定 生物 体 中 的 确 含有 约 60 种 不 同 的 
tRNA, 但 原则 上 讲 ， 比 这 个 简单 的 假设 所 预计 的 要 
少 得 多 的 tRNA 就 可 以 解决 问题 了 。Francis Crick 
又 以 其 卓 有 远见 的 理论 预见 了 实验 结果 。 他 假设 密 
码 子 的 前 两 位 碱 基 必 须 按照 Watson-Crick 碱 基 配 对 
原则 与 反 密 码 子 严格 配对 《〈 图 18. 7a)， 但 是 最 后 一 


形成 非 正常 配对 ， 这 个 假说 被 称 为 摇摆 假说 (wob- 
ble hypothesis), SUAVE, Crick 认为 反 密码 子 中 的 
一 个 G 不 仅 能 与 密码 子 最 后 一 位 GERD) 的 C 配 
对 ， 而 且 也 能 与 U 配对 ， 由 此 产生 扬 摆 碱 基 配 对 
(wobble base pair), IPH 18. 7b 所 示 。 注 意 U 是 如 
何 从 其 正常 位 置 播 摆 而 形成 这 个 碱 基 对 的 。 

进一步 ，Crick 注意 到 URNA 上 有 一 个 特殊 的 
RRMA (inosine, D, HAWAWE GC, 
正常 地 像 G 一 样 配对 ， 预 计 能 与 C 配 对 ( Watson- 
Crick 配对 ) 或 在 第 三 位 〈 揪 摆 位 ) 与 U Ret Ge 
摆 配 对 )。 但 Crick AA KRR AET LE 
一 种 播 摆 配 对 ， 即 与 密码 子 第 三 位 的 A (图 18. 70) 
配对 。 这 就 意味 着 以 I 在 第 一 位 的 反 密码 子 可 以 和 
第 三 位 是 C、U 或 A 的 3 个 不 同 密码 子 配对 。 

摇摆 现象 降低 了 翻译 遗传 密码 所 需 的 tRNA 数 
目 。 例 如 ， 根 据 摇摆 假说 ， 编 码 Phe 的 2 个 密码 子 
UUU 和 UUC (图 18. 6 左上 方 )， 都 可 以 被 反 密 码 
子 3-AAG-5 (图 18. 8a) 识别 。 反 密码 子 5" 映 的 G 
可 以 与 UUC 的 C 形成 Watson-Crick 配对 ， 或 与 
UUU $9 U RE G-U 播 摆 配 对 。 同 样 ， 亮 氨 酸 密码 
F UUA 和 UUG 都 可 以 被 反 密码 子 3-AAU-5' (图 
18. 8b) 识别 ， 反 密码 子 5 端的 U 可 以 与 UUA 的 A 
进行 Watson-Crick 配对 ， 或 与 UUG 的 G 摇摆 配对 。 


位 碱 基 则 会 从 其 正常 位 置 发 生 “摇摆 ”与 反 密码 子 
第 二 个 位 置 
L U _ ct eS ae 
1 | 
| UW) ma ucu at Tyr vet oys u 
|, | yuc ucc UAC UGC C 
u Ser | 
UUA UCA UAA a UGA STOP) A 
Leu STOI 
UuG UcG UAG] UGG Trp|G 
cuu ccu cau | is | cau u 
aln] CUC ccc CAC CGC Ci 
gc Leu | Pro Arg| ,|# 
ù| {CUA CCA CAA ai CGA \A fa 
M CUG CCG | caa f "| cag G kl 
€ i : ult 
|| [auu ACU AAU AGU j 
R i Asn Spi Ser oje 
A AUC ACC The AAC Al 
AUA ACA | AAA 3 | AGA A 
$ S 
| [AUG Met| ACG | aaaf | aaa G 
| |@uu ecu oA a | Gau u 
al CUC \ var GCC) aja | GAC. | sGc laye 
GUA GCA GAA | ciu | GGA A 
cus), acc) | cacf | aca G 


图 18.6 遗传 密码 。 列 出 了 全 部 64 个 密码 子 以 及 所 编码 的 氨基 酸 。 注 意 ，3 个 红色 的 是 终止 信号 。 
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反 密码 子 
(a) 标准 的 Watson-Crick (第 一 位 碱 基 ) 


BOER (A-U): 
| 
A U 
(b) G-U (或 上 LU) 氮 摆 碱 基 对 : o 
fe} 
ry 一 
一 H- | 
rae i 
ç N-H 
| 
G H u 
(0) HAJRAA 
1 A 
(a) 3 6 ©) 
REBT: AG” (Watsoncric) 。 反 密码 子 : 
密码 子 :5 一 UUC 一 3 密码 子 : 
3 5 
AAG 
反 密 码 子 : ay; Gem) 反 密码 子 : 
密码 子 :5 一 UUU 一 3 ANF: 


5'—UUG: 


图 18.7 摇摆 碱 基 配 对 。 (a) 在 
标准 (A-U) 碱 基 对 中 碱 基 的 相 
对 位 置 。 这 里 左边 的 以 及 在 摇摆 
碱 基 对 (b) 和 Cc) 中 的 碱 基 是 
反 密 码 子 的 第 一 位 碱 基 。 右 侧 的 
碱 基 是 密码 子 的 第 三 位 碱 基 。 
(b) 在 G-U (或 上 LU) 摇摆 碱 基 对 
中 碱 基 的 相对 位 置 。 注 意 ，U 必 
须 向 上 “摇摆 ”才能 与 G (或 了) 
配对 。(c) TELA 摇摆 碱 基 对 中 碱 
基 的 相对 位 置 。A 必须 道 时 针 摆 
动 才能 与 1 形成 配对 。 


AAU 
eee (Watson-Crick) 


5— UUA — 3" 


3 5 


MIO O mD 


图 18.8 摇摆 的 位 置 。(a) 缩写 的 tRNA 带 有 反 密码 子 3 -AAG-5 与 编码 Phe 的 两 个 密码 子 UUC 和 UUU 
碱 基 配对 。 摇 摆 部 位 〈 密 码 子 的 第 三 位 碱 基 ) 用 红色 标记 。 与 UUC 的 碱 基 配 对 〈 上 方 ) 只 采用 Watson- 
Crick 配对 ， 与 UUU 的 碱 基 配 对 〈 下 方 )， 在 密码 子 的 前 两 位 采用 两 个 Watson-Crick 配对 ， 但 在 摆动 位 要 
求 摇摆 配对 〈G-U)。(b) 同样 ， 含 有 反 密 码 子 3-AAU-5' 的 tRNA 与 编码 Leu 的 两 个 密码 子 UUA 和 UUG 


配对 。 与 UUG 密码 子 配对 时 ， 要 求 摇摆 部 位 发 生 G-U 摆动 配对 。 


小 结 “遗传 密码 简 并 性 的 一 部 分 是 由 同 工 
tRNA 提供 的 ， 同 工 tRNA 结合 同一 个 氨基 酸 但 识 
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别 不 同 的 密码 子 ， 其 余部 分 则 由 摇摆 来 决定 ， 其 
中 密码 子 第 三 位 碱 基 被 允许 稍微 偏离 其 正常 位 置 ， 


与 反 密 码 子 形成 非 Watson-Crick 配对 ， 册 此 允许 
同一 个 氨 酰 -IRNA 与 一 个 以 上 密码 子 配对 。 摇摆 
破 基 对 包括 GU (REO MFA, 
《几乎 ) 通用 的 密码 

在 遗传 密码 破译 后 的 几 年 中 ， 从 细菌 到 人 类 ， 
验证 过 的 所 有 生物 都 共用 这 套 相同 密码 。 因 此 ， 普 
遍 认 为 遗传 密码 是 通用 的 ， 没 有 任何 变化 随后 我 
们 将 看 到 这 一 观点 是 不 正确 的 )。 这 种 显而易见 的 普 
记性 引出 了 地 球 生命 的 单一 起 源 论 。 

产生 这 一 观点 的 原因 是 : 我 们 看 见 的 每 个 特定 
密码 子 的 分 配 没有 什么 遗传 上 的 优势 。 例 如 ， 没 有 
明显 的 理由 解释 为 什么 UUC 对 革 丙 氨 酸 是 个 好 密 
码 子 ， 而 AAG 对 赖 氨 酸 是 好 密码 子 。 相 反 ， 遗 传 
密码 也 许 是 个 “偶然 事件 "， 它 只 是 碰巧 这 样 进化 
的 。 然 而 ， 一 旦 这 些 密码 子 形成 ， 就 有 很 好 的 理由 
解释 为 什么 不 再 发 生变 化 了 ， 因 为 发 生根 本 性 改变 
几乎 一 定 是 致命 的 。 

例如 ， 对 于 半 胱 氨 酸 的 tRNA 及 其 识别 的 密码 
FUGU, 要 使 二 者 关系 改变 ， 那 么 半 胱 氮 酰 -IRNA 
的 反 密 码 子 必须 改变 以 便 识别 不 同 的 密码 子 ， 如 丝 
氨 酸 密码 子 UCU。 同 时 ， 在 该 生物 基因 组 中 编码 重 
要 丝氨酸 的 所 有 UCU 密码 子 都 必须 变 成 另 一 个 丝 
氨 酸 密码 子 ， 以 便 它们 不 被 认 做 半 胱 氨 酸 密码 子 。 
即使 在 漫长 的 进化 过 程 中 ， 所 有 这 些 事情 同时 发 生 
的 机 会 也 是 可 以 忽略 不 计 的 。 这 就 是 为 什么 遗传 密 
码 有 时 又 被 称 为 是 “冻结 的 偶然 事件 "， 密 码 子 一 旦 
形成 ， 不 管 什么 理由 ， 都 得 保持 不 变 。 因 此， 通用 
密码 是 生命 同一 起 源 的 强 有 力 证 据 。 毕 交 ， 如 果 生 


命 独立 起 源 于 两 个 地 方 ， 很 难 期 望 两 个 物种 碰巧 进 
化 出 相同 的 遗传 密码 ! 

对 于 以 上 讨论 值得 注意 的 是 ， 遗 传 密码 并 不 
是 绝对 通用 的 ， 也 存在 一 些 例外 。 这 些 例外 首先 
是 在 线粒体 基因 组 中 发 现 的 ， 在 果 蝇 线粒体 中 ， 
UGA 是 色 氨 酸 密码 子 ， 而 不 是 “终止 ”信号 。 更 
明显 的 是 ，AGA 在 线粒体 编码 丝氨酸 ， 而 在 标准 
编码 中 是 精 氨 酸 密码 子 。 哺 乳 动物 线粒体 也 表现 
出 一 些 差异 ，AGA 和 AGG 虽然 在 标准 编码 中 都 
是 精 氨 酸 密码 子 ， 但 在 人 和 牛 的 线粒体 基因 组 中 
意义 却 不 同 ， 它 们 编码 “终止 子 "。 此 外 ，AUA 
通常 是 异 亮 氨 酸 密码 子 ， 而 在 人 和 牛 线粒体 中 纺 
码 甲 硫 氨 酸 。 

由 于 这 些 异常 发 生 在 线粒体 中 ， 显 得 相对 不 重 
要 而 被 忽略 。 线 粒 体 基因 组 非常 小 ， 只 编码 几 种 蛋 
白质 ， 因 此 比 核 基因 组 有 更 多 的 自由 发 生变 化 。 但 
是 ， 在 核 基因 组 和 原核 生物 基因 组 也 发 现 了 例外 的 
密码 子 。 在 至 少 3 种 纤毛 原生 动物 中 ， 包 括 草 履 虫 
(Paramecium)， 通 常 是 终止 密码 子 的 UAA 和 UAG 
编码 谷 氮 酰胺。 在 原核 生物 支原体 (Mycoplasma 
capricolum) 中 ， 正 常 是 终止 密码 子 的 UGA 编码 色 
AM. ERER (Candida albicans) 中 ， 通 常 
的 亮 氨 酸 密码 子 CTG 编码 丝氨酸 。 偏 高 标准 遗传 密 
码 的 情况 见 表 18. 1。 

显然 ， 所 谓 的 通用 密码 并 不 是 真正 通用 的 ， 这 
是 否 意味 着 地 球 生命 是 多 起 源 的 呢 ? 如 果 异 常 密码 
与 标准 密码 根本 上 不 同 ， 这 种 可 能 性 也 许 很 大 ， 但 它 
们 不 是 。 在 多 数 例子 里 ， 异 常 密码 子 是 终止 密码 子 
被 用 于 编码 谷 氨 酰 胺 或 色 氨 酸 。 关 于 这 类 现象 有 一 


表 18.1 对 "通用 "遗传 密码 的 变异 
来 源 密码 子 通常 的 含义 新 的 含义 
果 蜗 线粒体 UGA 终止 色 氨 酸 
AGA 和 AGG MAM 丝氨酸 
AUA 异 亮 氨 酸 甲 硫 氨 酸 
哺乳 动物 线粒体 AGA 和 AGG MAR 终止 
AUA 异 亮 氨 酸 甲 硫 氨 酸 
UGA 终止 色 氨 酸 
MERRIE cUN KAM 苏 氨 酸 
AUA SARM PRAN 
UGA 终止 色 氨 酸 
高 等 植物 线粒体 UGA 终止 色 氨 酸 
CGG HEM 色 氨 酸 
Candida albicans 细胞 核 CTG 亮 氨 酸 丝氨酸 
原生 动物 细胞 核 UAA 和 UGA 终止 SRR 
Mycoplasma UGA 终止 EAM 
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个 广 为 接 受 的 机 制 ， 我 们 将 在 本 章 后 面谈 到 。 绝 大 
多 数 已 知 密码 子 改变 编码 氨基 酸 的 例子 都 发 生 在 线 
粒 体 中 ， 而 线粒体 基因 组 由 于 其 编码 的 蛋白 质数 量 
远 比 核 基因 组 甚至 原核 生物 基因 组 少 ， 因 而 安全 地 、 
时 不 时 地 改变 一 个 密码 子 也 是 可 以 预见 的 。 总 之 ， 
即使 密码 不 完全 通用 ， 但 标准 密码 确实 存在 ， 并 且 
变异 密码 几乎 肯定 是 从 中 进化 而 来 。 因 此 ， 证 据 仍 
然 很 利于 生命 单一 起 源 论 。 

怎样 看 待 遗传 密码 是 随机 的 ， 即 现存 密码 无 遗 
传 优势 的 争论 呢 ? 实际 上 ， 考 虑 密码 子 在 应 对 遗传 
突变 的 有 效 性 时 ， 我 们 发 现 它 确实 是 很 好 的 密码 。 
首先 ， 密 码 子 中 单 碱 基 改变 往往 变 成 化 学 上 类 似 的 
氨基 酸 。 如 亮 氨 酸 、 异 亮 氮 酸 和 纺 氨 酸 都 有 非常 相 
似 的 醇 水 性 侧 链 ， 它 们 的 密码 子 也 非常 类 似 ， 只 在 
第 一 个 碱 基 上 有 所 区 别 。 所 以 ， 举 一 个 特别 好 的 例 
子 ， 异 亮 氨 酸 密码 子 AUA 的 第 一 个 碱 基 突 变 ， 可 
产生 UUA、CUA GUA, 前 2 个 是 亮 氨 酸 密码 


子 ,后 一 个 是 纺 氮 酸 密码 子 。 因 此 ， 哪 种 突变 都 不 
会 引起 相应 氨基 酸 的 太 大 变化 ， 因 而 减 小 了 突变 基 
因 对 蛋白 质 产物 产生 严重 损伤 的 机 会 

考虑 其 他 两 个 因素 时 ， 我 们 的 密码 系统 看 上 去 
更 好 : 首先 是 碱 基 转 换 (transition) (AMM, 
DEERE BE AYE AL) Hew MAR (transversion) 
OPERER, RRL) 普遍 得 多 。 第 二 是 核糖 体 
对 密码 子 第 一 位 和 第 三 位 碱 基 比 第 二 位 更 容易 误 读 。 
综合 这 些 因素 ， 对 所 有 可 能 的 3 碱 基 密 码 ， 我 们 可 
以 计算 单 碱 基 改 变 对 编码 氨基 酸 不 产生 影响 或 只 有 
温和 改变 的 概率 (对 出 错 的 耐 受 性 ， 译 者 注 )。 这 样 
可 以 从 总 体 上 看 出 我 们 的 天 然 密 码 与 其 他 密码 比较 
的 优势 。 图 18. 9 是 这 一 数学 分 析 的 结果 ， 表 明 我 们 
的 遗传 密码 确实 是 百 万 分 之 一 ， 即 在 100 万 个 其 他 
可 能 的 密码 中 ， 只 有 一 个 在 减 小 突变 的 影响 方面 比 
我 们 的 密码 好 。 基 于 以 上 分 析 ， 遗 传 密码 是 偶然 发 
生 的 ， 而 不 是 进化 精 雕 细 磨 的 结果 的 可 能 性 不 大 。 
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以 千 计 的 密码 数 
G 
T 


图 18.9 遗传 密码 对 出 错 的 耐 受 性 。 
由 4 种 碱 基 组 成 的 所 有 可 能 三 联 遗 传 
密码 的 出 错 耐 受 性 对 具有 各 耐 受 性 值 
的 密码 数目 〈 以 千 计 ) 作 图 。 我 们 的 
自然 密码 远离 正 态 分 布 曲线 的 外 侧 
对 出 错 的 耐 受 性 非常 低 。 事 实 上 ， 在 
百 万 中 只 有 一 个 密码 具有 较 低 的 耐 受 

| te. (Source: Adapted from Vogel, 

| G. Tracking the history of the genetic 
code. Science 281 (17 Jul 1998) 
329-331. ) 


对 出 错 的 耐 受 性 


小 结 ， 遗 传 密码 并 不 是 严格 通用 的 ， 在 某 些 
真 核 生物 的 细胞 核 和 线粒体 基因 组 中 、 在 至 少 一 
种 细菌 中 ， 标 准 遗 传 密码 的 终止 密码 子 可 以 编码 
氨基 酸 ， 如 色 氨 酸 和 谷 氨 酰 胺 。 在 几 种 线粒体 基 
因 组 以 及 至 少 一 种 醇 母 的 核 基因 组 中 ,密码 子 的 
含义 从 一 种 氨基 酸 变 成 了 另 一 种 氨基 酸 。 这 些 变 
异 的 密码 仍然 与 它们 可 能 据 此 演变 的 标准 密码 子 
有 着 紧密 的 联系 。 现 在 还 不 清楚 遗传 密码 的 产生 
是 冻结 的 偶然 事件 ， 还 是 进化 的 产物 ， 但 基 其 耐 
受 突变 的 能 力 表明 它 是 经 受过 进化 的 


18.3 延伸 机 制 


多 肽 链 的 延伸 在 不 断 重复 的 3 个 步骤 中 发 生 。 
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我 们 先 来 概述 这 3 个 步骤 ， 然 后 再 了 解 细节 以 及 实 
验证 据 。 


延伸 概述 


图 18. 10 简要 地 通过 两 轮 延 伸 〈 在 延伸 的 肽 链 
上 添加 两 个 氨基 酸 ) HET E. coli 中 延伸 的 3 个 步 
BR. 我 们 从 mRNA 和 fMet-tRNA 交 与 核糖 体 的 结合 
开始 。 核 糖 体 上 有 3 个 氨 酰 -tRNA 结合 位 点 。 其 中 
两 个 叫做 P 位 点 和 A 位 点 。 在 示意 图 中 ，P 位 点 在 
左 侧 ，A 位 点 在 右 侧 。fMet-tRNA}* 在 P 位 点 ,去 
氨 酰 化 -tRNA 的 结合 位 点 叫做 位 点 ， 为 简洁 起 见 
在 图 中 省 略 了 。 我 们 将 在 本 章 的 后 面 介 绍 王位 点 。 
以 下 为 图 18. 10 所 示 延 伸 步骤 的 细节 

a 为 开始 延伸 ,我们 需要 先 加 入 另 一 个 氨基 酸 
这 个 氨基 酸 到 达 并 结合 到 tRNA 上 ,该 氨 酰 -tRNA 的 


图 18. 10 ”翻译 延伸 。 首 先 要 注意 ， 这 是 蛋白 质 合成 的 高 度 示意 图 。 例 如 ，tRNA 用 叉 状 结构 表示 ， 只 显 
示 分 子 的 两 个 作用 末端 。 左 上 方 : 与 一 条 mRNA 结合 的 核糖 体 显示 A 和 了 两 个 位 点 ， 以 点 线 示 出 。 第 一 
轮 ，(a) 延伸 因子 EF-Tu 将 第 二 个 氮 酰 -tRNA (黄色 ) 带 到 核糖 体 的 A 位 点 ，P 位 点 已 经 由 (Met-tRNA 
《紫红 色 ) 占据 ;(b) 肽 酰 转移 酶 在 (Met tRNA 与 第 二 个 氨 酰 -tRNA 间 形 成 肽 键 ;(c) 在 移 位 步骤 ，EF- 
G 将 mRNA 和 tRNA 向 左 移动 一 个 密码 子 距离 ， 使 二 肤 酰 -tRNA 进入 P 位 ,将 去 氨 酰 -tRNA 泵 出 ， 空 出 
A 位 准备 接受 新 的 氨 酰 -tRNA。 在 第 二 轮 ， 重复 上 述 步 又 添加 一 个 新 的 氨基 酸 (绿色 )。 


性 质 由 信使 RNA 的 第 二 个 密码 子 决定 。 第 二 个 密 
码 子 位 于 A 位 点 ， 否 则 该 位 点 是 空 的 ， 所 以 第 二 个 
氨 酰 -tRNA 结合 到 这 个 位 点 。 这 一 结合 过 程 需 要 延 
MAF (elongation factor) EF-Tu 和 GTP, 

b. 接着 生成 第 一 个 肽 键 。 肽 酰 转 移 酶 
《peptidyl transferase) 《大 核糖 体 亚 基 的 整体 部 分 ) 
将 {Met 从 P 位 点 的 tRNA 上 转移 到 A 位 点 的 氨 酰 - 
tRNA E, 在 A 位 点 形成 一 个 叫做 二 肽 的 2- 氨 基 酸 
单位 , 与 A 位 点 的 tRNA 连接 。A 位 点 的 这 个 组 装 
整体 是 个 二 肽 酰 -tRNA。 留 在 P 位 点 的 是 个 去 氨 酰 - 
tRNA 〈 没 有 负载 氨基 酸 的 tRNA)。 

原核 生物 的 肽 酰 转移 酶 步骤 受 一 种 重要 的 抗 生 
RMBR (chloramphenicol) 的 抑制 。 该 药物 对 多 


数 真 核 生物 的 核糖 体 没有 作用 ， 使 之 能 够 选择 性 抑 
制 高 等 生物 中 入 侵 的 细菌 。 但 是 ， 真 核 生物 线粒体 
有 自己 的 基因 组 ， 握 才 素 对 其 肽 酰 转 移 酶 也 能 抑制 。 
因此 ， 氧 霉 素 对 细菌 的 选择 性 不 是 绝对 的 。 

c 接 下 来 一 步 叫 做 转 位 《translocation)。 
mRNA 带 着 A 位 上 的 肽 酰 -tRNA 向 左 移动 一 个 密码 
子 的 长 度 ， 产 生 如 下 结果 : OP 位 点 的 去 氨 酰 - 
tRNA (在 肽 酰 转移 酶 催化 肽 键 形成 时 失去 氨基 的 
tRNA) 通过 下 位 点 离开 核糖 体 ; @A 位 的 二 肽 酰 - 
tRNA 及 其 相应 的 密码 子 移动 到 P 位 ，@ 在 右边 等 
待 的 “箭在弦上 ”的 密码 子 移 到 A 位 ， 准 备 接受 新 
的 氨 酰 -IRNA。 转 位 需要 EF-G 延长 因子 外 加 GTP。 

然后 重复 这 一 过 程 ， 添 加 另 一 个 氨基 酸 : (a) EF 
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Tu SGTP 联合 , 使 适 配 的 氨 酰 -tRNA 与 A 位 的 新 密 
码 子 配合 ; (b) 肽 酰 转 移 酶 使 P 位 的 二 肽 加 入 到 A 
位 的 氨 酰 -tRNA 上 ， 形 成 三 肽 酰 -tRNA;， (c) EFG 
将 三 肽 酰 -tRNA 及 其 mRNA 密码 子 移 位 到 了 位 点 。 

我 们 现在 已 经 完成 了 两 轮 肽 链 延 什 ， 从 P 位 点 
的 一 个 氨 酰 -tRNA (fMet-tRNA}") 开始 ， 使 其 延 
长 了 两 个 氨基 酸 成 为 三 肽 酰 -tRNA。 这 个 过 程 不 断 
重复 ， 直 至 核糖 体 阅读 到 mRNA 的 终止 密码 子 , 至 
此 ， 多 肽 完成 ， 该 是 链 终 止 的 时 间 了 。 

小 结 ” 肽 链 延 伸 以 3 个 步骤 重复 发 生 : 
QDEF-Tu 及 GTP 结合 氨 酰 -tRNA 到 核糖 体 的 A 
Be ORRE MERE P 位 的 肽 与 A 位 新 到 来 
的 氨 酰 -tRNA 间 形 成 肽 键 ， 使 肽 链 延 长 一 个 氨基 
M HERBER A 位 点 ! 图 延伸 因子 EPG 以 及 
GTP 使 延伸 的 肽 酰 -tRNA 及 其 mRNA 密码 子 移 
位 到 了 位 点 。 


核糖 体 的 3 位 点 模型 
为 了 便于 理解 ， 以 上 过 程 图 中 所 示 的 核 业 体 者 
(a) 


tRNA 一 CH 


被 简化 了 。 简化 之 一 是 只 给 出 两 个 tRNA 结合 位 点 
(A 位 和 PP 位), 虽然 第 三 个 位 点 (E 位 ) 已 有 很 好 
的 证 据 。 我 们 将 从 A 位 和 P 位 的 证 据 开 始 讨论 ， 然 
后 分 析 下 位 的 证 据 。A 位 和 P 位 的 存在 最 初 基于 抗 
RRM BR (puromycin) 实验 (图 18. 11) 。 该 药 
物 是 偶 联 了 一 个 腺 味 叭 类 似 物 的 氨基 酸 ， 因 此 与 氨 
酰 - 下 NA 尾部 的 氨 酰 腺 味 叭 核 苷 类似， 事实 上 ， 与 
结合 在 核糖 体 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 非常 相似 。 它 可 
US PALATE RARER, 4: KREMER, Bt, 
TER IES PAAR. MAR E K AY 
结合 不 紧密 ， 很 快 就 被 释放 ， 导 致 翻译 提前 终止 ， 
SX RIL GANS BEM ARTE OD St AAO APA o 

SERS BOA NY 2- 位 点 模型 的 联系 在 于 ， 
转 位 之 前 ，A 位 被 肽 酰 -tRNA 占据 ， 味 吟 霉 素 无 法 
结合 释放 肽 段 ; 转 位 之 后 ， 肽 酰 -tRNA BA P 位， 
人 A 位 空 开 ， 味 叭 霉 素 可 以 结合 并 释放 肽 段 ， 因 此 ， 
可 以 预计 有 两 种 状态 的 核糖 体 ， 呆 叭 先 素 反应 的 和 
呆 叭 霉 素 非 反应 的 。 这 两 个 状态 要 求 在 核糖 体 上 至 
少 有 两 个 肽 酰 -tRNA 结合 位 点 。 


CHa ee 


puro 


P 位 点 上 人 A 位 点 


图 18. 11 RR BRHSMSAE. (2) RRBRSMARARNA 结构 的 比较 。 注 意 ，tRNA 的 其 他 部 分 


与 氨 酰 -tRNA 的 5 碳 原子 结合 ， 而 在 味 叭 霉 素 中 只 有 一 
(b) DROSS RAEN. Be, BAER (puro-NH.) 结合 到 核糖 体 空 出 的 A 位 《A 位 点 必 
合 )。 然 后 ， 肘 酰 转移 酶 将 P 位 的 肽 连接 到 AERA. Ra. ARB 


色 标 出 。 
BEN BGM ERE 
BRM LRR, HERTS EE. 
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DRE. GOS RGR AU-ARNA 的 差别 用 紫红 


FS ER TT] AK AR SEREARNA 是 在 A 位 还 
是 P 位 。 如 果 和 氨基 醚 -tRNA E PH, RHE 
素 形成 肽 键 ， 并 被 释放 ; 如 果 氨 基 栈 -tRNA 在 A 
位 ， 可 阻止 味 叭 霉 素 与 核糖 体 结合 ， 不 能 被 释放 。 
这 一 相同 过 程 可 用 来 显示 70S 翻译 起 始 复合 物 
中 fMet-tRNA 是 结合 到 P 位 点 的 。 在 第 17 章 讨论 
(翻译 ) 起 始 时 ， 我 们 认为 fMertRNA 近 结合 到 了 
位 点 ， 这 是 有 道理 的 ， 因 为 这 样 才能 将 A 位 空 出 让 
后 续 氨 基 酸 进入 。1966 年 ，M. S. Bretscher 和 
Marcker 用 味 叭 霉 素 分 析 证 明 {Met-tRNA}" 确 实 是 
结合 到 了 位 点 的 。 他 们 将 [*S] MMertRNAM 5% 
Mik, SHER AUG 以 及 味 叭 霉 素 混合 。 
AUG 将 fMet-tRNAM 吸引 到 P 位 ， 那 么 标记 的 
fMet 将 与 味 叭 釜 素 反 应 ， 释 放 标记 的 fMet 味 叭 霉 
素 。 反 之， 如 果 {MetrtRNA 汉 结合 到 Ate, Gwe 
” 素 就 不 能 结合 ， 也 就 不 会 发 生 标记 氨基 酸 的 释放 。 
图 18. 12 显示 ， 附 着 在 tRNA}"“ 上 的 fMet 确实 被 嘎 


BERART. MHA IRNAN 的 Met 却 没 有 。 因 
it, {Met tRNAM 454 3] P 位 ， 而 Met-tRNAM* 结 
合 到 A 位 。 有 人 会 认为 可 能 是 fMet 而 不 是 tRNAM 
造成 实验 结果 的 不 同 , 为 排除 这 种 可 能 性 ， 
Bretscber 和 Marcker 用 MetrtRNA 治 做 了 相同 的 实 
验 ， 发 现 其 Met heRe BR RAT (E 18. 2c), 
因此 ， 证 明 是 tRNA 而 不 是 甲 硫 氨 酸 上 的 甲 酰基 将 
氨 酰 -tRNA 定位 到 了 位 点 的 。 

1981 年 ，Knud Nierhaus 及 同事 提供 了 第 三 个 
核糖 体位 点 下 位 点 〈E 代表 “Exit”) 存在 的 证 据 。 
他 们 的 实验 策略 是 ， 分 别 用 放射 性 的 去 苯 丙 氨 酰 - 
tRNA (tRNA Phe), a Phe tRNAPe ， 或 乙酰 - 
Phe-tRNAm™ 与 E.coli 核糖 体 结合 ， 并 测定 每 个 70S 
核糖 体 上 结合 的 分 子 数 。 表 18. 2 BRE poly (U) 
mRNA 有 或 无 的 条 件 下 实验 的 结果 。 一 次 只 有 1 分 子 
乙酰 -Phe tRNA 与 核糖 体 结合 ， 结 合 部 位 可 以 是 A 
位 或 位。 有 2 分 子 Phe tRNA 结合 核糖 体 ， 


(a) 100 tMet-tRNA Mor 


90 


2 
8 
CTET 


0 
(b)1o0 上 上 Met-tRNA Met 


FEMS) SRI 


2 5 8 12 18 
时 间 /min 


表 18.2 tRNA 和 和 氨 酰 -tRNA TE. coli 核 糖 体 的 结合 


tRNA 结合 位 点 
mRNA 种 类 数量 位 置 
poly(U) Acetyl-PhetRNAP™™ 1 P 或 A 
poly(U) Phe-tRNAP™ 2 P 和 A 
poly(U) tRNAP 3 PEMA 
1 
0 


无 tRNAP™ P 
无 Phe-tRNAP™ - 
学 Acety}- Phe-tRNAP™ P 

Source: Rheinberger, H.-J. , H. Sternbach, and K. H. Nier- 
haus, Three tRNA binding sites on Escherichia coli ribosomes, 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 78(9)， 
5310-14, September 1981, Reprinted with permission, 


图 18.12 fMet-tRNAM* 占据 核糖 体 P 位 点 。Bretscher 和 
Marcker 利用 顺 叭 霉 素 -释放 实验 确定 {Met-tRNAM" 在 核 
糖 体 上 的 位 置 。 分 别 用 [5S] fMet-tRNAM (a), Met- 
IRNAN“ (b), Met-tRNAM (c) 与 核糖 体 、AUG FIRI 
局 素 混 合 ， 然 后 用 高 氧 酸 沉 淀 蛋 白质 和 tRNA， 检测 标记 
的 (Met BROS HER A Met- 呆 叭 竹 素 复合 物 的 释放 。 从 核糖 
KERMA REGRET, TiS BRAS 
的 氨 酰 -tRNA 则 是 酸 不 溶性 的 。 完 全 反应 包含 所 有 成 分 ， 
而 对 照 反 应 则 缺少 其 中 一 种 成 分 ， 所 缺少 的 成 分 都 标注 在 
每 条 曲线 旁边 。 与 RNA 结合 的 (Met 和 Met 位 于 P 位 
点 ， 能 够 被 释放 ， 与 tRNA 结合 的 Met 位 于 A 位 点 ， 
ARERR BK FEAL. (Source: Adapted from Bretscher, 
M. S and K. A. Marcker, Peptidyl-sRibonucleic acid and 
amino-acyl-sRibonucleic acid binding sites on ribosomes. 
Nature 211; 382-383, 1966. ) 
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一 个 到 A 位 ， 另 一 个 到 了 位 。3 分 子 的 去 葵 丙 氨 酰 - 
tRNAP* 可 以 结合 。 如 果 在 离开 核糖 体 的 路 上 有 第 三 
个 位 点 与 去 氨 酰 -tRNA 结合 ， 就 可 以 容易 地 解释 这 
些 实验 结果 。 因 此 ，E 表示 “出 口 "。 在 无 poly (U) 
mRNA 时 ， 只 有 一 个 tRNA 以 tRNA™, 或 乙酰 - 
Phe tRNA™ 444, Nierhaus 及 同事 估计 结合 位 点 是 
了 位 ， 随 后 的 工作 证 实 了 他 们 的 推测 。 

我 们 将 在 第 19 章 详细 讨论 E 位 点 ， 但 这 里 也 应 
注意 ，E 位 点 并 不 仅仅 是 去 氨 酰 -tRNA 脱离 核糖 体 
过 程 中 的 一 个 位 点 ， 它 在 维持 mRNA 可 读 框 中 也 起 
关键 的 作用 。 通 常 ， 可 读 框 移 位 约 为 每 30 000 密码 
子 发 生 一 次 ， 故 下 位 点 的 作用 很 重要 ， 因 为 可 读 框 
移 位 一 般 会 产生 无 效 蛋 白质 。 但 是 某 些 mRNA 的 正 
确 翻译 却 取 决 于 可 读 框 移 位 。 

ME. coli 的 prfB 基因 ， 它 编码 RF2， 这 是 一 种 
释放 因子 ， 我 们 将 在 本 章 后 面 介绍 。 为 了 使 prfB 
mRNA 能 正确 地 翻译 ， 必 须 向 十 1 位 移 位 可 读 框 。 
序列 CUUUGAC 正常 是 读 为 CUU UGA (Leu, 终 
Ik). +1 移 位 后 ， 读 为 CUUUGAC (Leu, Asp), 
斜体 的 U 被 跳 过 了 ， 下 一 个 密码 子 是 下 画 线 的 
GAC， 编 码 天 冬 酰胺 。 

2004 年 ，Knud Nierhaus 及 同事 检测 了 体外 
prfB mRNA 的 翻译 ， 发 现下 位 点 去 氨 酰 TRNA 的 
存在 可 阻止 这 种 可 读 框 移 位 。 当 去 除 E 位 的 去 氨 酰 
tRNA 后 ,可 读 框 移 位 发 生 的 频率 非常 高 ， 于 是 他 
们 得 出 结论 : 已 位 点 的 去 氨 酰 tRNA 是 维持 正确 可 
读 框 这 一 重要 目的 所 正常 需要 的 ， 当 特殊 mRNA 的 
正确 翻译 需要 可 读 框 移 位 时 ， 细 胞 必须 将 去 氨 酰 
tRNA 从 下 位 点 移 开 。 

AME RR RE GEA NS URNA 类 
似 ， 能 结合 到 A 位 点 ， 与 P 位 点 的 肽 偶 联 并 将 其 
以 肽 酰 - 味 叭 考 素 形式 释放 。 此 外 ， 如 果 肽 酰 - 
tRNA 在 A 位 点 ， 味 叭 霉 素 就 不 能 与 核糖 体 结合 ， 
肽 段 因 而 得 不 到 释放 。 由 此 定义 出 核糖 体 上 的 两 
个 位 点 ; OSI RBI CP 位 ) ANOS AEE 
非 反 应 位 点 (A 位 )。 在 70S 起 始 复合 物 上 的 
fMet-tRNAM 具有 嘎 叭 霉 素 反应 特性 ， 所 以 它 位 
于 P 位 点 。 结 合 实验 鉴定 出 去 氨 酰 -tRNA 结合 的 
第 三 个 位 点 《〈E 位 点 )， 预 计 此 类 tRNA 在 离开 
核 精 体 时 与 王位 点 结合 。 
延伸 步骤 1: 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 
A 位 点 的 结合 

我 们 对 延伸 过 程 的 详细 了 解 始 于 1965 年 ， 当 时 
Yasutomi Nishizuka 和 Fritz Lipmann 用 阴离子 交换 层 


PARE. coli 中 肽 键 形成 所 需 的 两 个 蛋白 质 因子 。 他 
们 将 其 中 一 个 命名 为 T〈 表 示 转 移 )， 因 为 它 能 将 氨 
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MRNA 转移 到 核糖 体 上 ， 将 另 一 个 叫做 G， 因 为 其 
具有 GTP 酶 活性 后面 我 们 会 看 到 本 也 有 GTP 酶 活 
性 )。 然 后 ，Jean Lucas-Lenard 和 Lipmann 证 实 工 实 
际 上 由 两 种 不 同 蛋白 质 组 成 ， 分 别 为 Th (u 表示 un- 
stable,) 和 Ts (s ÆR stable), 3X 3 个 因子 现在 被 分 
SE EF, EFB 和 EF-G， 它 们 参与 延伸 的 第 一 
步 和 第 三 步 。 我 们 首先 讨论 EF-Tu 和 EF-Ts 的 作用 ， 
因为 它们 参与 延伸 的 第 一 个 步骤 。 

1976 年 ，Joanne Ravel 发 现 未 分 离 的 EF-T 
(EF-Tu fl EF-Ts) 具有 GTP 酶 活性 。 另 外 ，EF-T 
结合 氨 酰 -tRNA 到 核糖 体 上 需要 GTP。 为 证 明 这 
一 现象 ， 她 用 DC] PhetRNA™ $j EF-T 及 浓度 
依次 升 高 的 GTP 一 起 作用 于 核糖 体 ， 然 后 用 硝酸 
纤维 素 薄膜 过 滤 ， 结合 了 核糖 体 的 标记 Phe-tR- 
NA 会 留 在 滤 腊 上， 而 未 结合 的 则 被 滤 掉 。 图 
18. 13a 是 实验 结果 。 在 没有 延伸 因子 EF-T 和 GTP 
的 情况 下 ，Phe-tRNA™ 对 核糖 体 的 非 酶 性 背景 结 
合 较 高 ， 但 是 没有 生理 意义 。 忽 略 背景 ， 我 们 可 以 
看 到 GTP 是 EFT 依赖 性 Phe-tRNAW 与 核糖 体 结 
合 所 必需 的 。 

当 Ravel 将 EF-T 和 EF-G 加 入 含有 核糖 体 、 在 
poly (U) 以 及 放射 性 标记 的 PhetRNA" 存在 溶液 
中 时 ， 她 发 现 核糖 体 上 生成 了 带 标记 的 多 聚 葵 丙 氨 
酸 。 这 种 氨基 酸 多 聚 化 作用 所 需 的 GTP 浓度 要 比 氨 
酰 -tRNA 结合 反应 所 需 的 浓度 高 。 

在 学 习 翻 译 的 起 始 内 容 时 ， 我 们 知道 IF-2 介 导 
的 (Met-tRNAM 与 核糖 体 的 结合 也 需要 GTP， 但 不 
需要 GTP 水 解 。 那 么 对 于 EF-T 及 普通 氨 酰 -tRNA 
与 核糖 体 的 结合 是 否 也 是 这 样 呢 ?1968 年 ，Anne- 
Lise Haenni 和 Lucas-Lenard 证 明 事实 正 是 如 此 。 他 
们 用 *C 和 ? H 分 别 标记 N- 乙 酰 -Phe-tRNA 和 Phe- 
tRNA， 然 后 将 其 与 EF-T 以 及 GTP 或 不 能 水 解 的 
类 似 物 GDPCP 混合 。 在 非 生 理 条 件 下 ，N- 乙 酰 - 
Phe-tRNA 与 核糖 体 P 位 点 结合 。 研 究 人 员 用 图 
18. 13 中 介绍 的 过 滤 方 法 测定 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 
的 结合 。 他 们 还 通过 提取 二 肽 产物 和 纸 电泳 鉴定 了 
了 位 的 N- 乙 酰 -Phe 与 A 位 的 PhetRNA™ Ak të hy ti 
合 形式 。 表 18. 3 显示 ,在 EF-T 及 GTP 或 GDPCP 
帮助 下 ，N- 乙 酰 -Phe-tRNAm 可 以 结合 到 P 位 点 ， 
Phe-tRNAm 可 以 结合 到 A 位 点 《事实 上 ，N- 乙 酰 - 
Phe tRNA 甚至 不 需要 EFT 也 能 与 P 位 结合 ) 。 
因此 ，EF-T 促使 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 的 结合 不 需 
要 GTP 的 水 解 。 明 显 不 同 的 是 ，N- 乙 酰 -Phe 与 N- 
乙酰 -Phe-tRNA 间 肽 键 的 形成 需要 GTP 水 解 。 这 
与 翻译 起 始 时 的 情况 类 似 ，IF-2 不 需要 GTP 水 解 就 
可 使 fMet-tRNA}* 结 合 到 P 位 点 ,但 随后 的 反应 只 
有 当 GTP 被 降解 后 才能 发 生 。 


图 18. 13 EF-T # GTP 对 Phe-tRNA™ 


SPRAGASURSRERRBAR 
的 影响 。 (a) Phe tRNA™ 与 核糖 体 的 
结合 。 在 EF-T 有 或 无 的 条 件 下 ，Rav- 
el 在 不 同 GTP 浓度 下 将 * CPhe-tR- 
NA 与 核糖 体 混合 。 过 滤 法 测定 Phe 
tRNA™ -核糖 体 结合 ， 以 滤 膜 上 标记 
的 Phe 与 核糖 体 结合 的 量 表示 。EF-T 
和 GTP 都 不 存在 时 ， 非 酶 性 结合 较 
高 , 但 EF-T 依赖 性 结合 需要 GTP. 
(b) 葵 丙 氨 酸 的 多 聚 化 。 在 EF-G 有 或 
无 的 条 件 下 ， 将 标记 的 Phe tRNA™ 在 
不 同 GTP 浓度 下 与 核糖 体 混合 。 酸 沉淀 
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Nes REAM, MINE: 用 三 毛 乙 酸 (TCA) 沉淀 poly (Phe), #Æ TCA 存在 时 ， 加 热 水 解 残留 的 
Phe tRNA“ ， 过 滤 获 得 poly (Phe) iW. # RBH EF-T、EF-G 和 高 浓度 GTP 的 共同 参与 。 
(Source: Adapted from Ravel, J. M. , Demonstration of a guanosine triphosphate-dependent enzymatic bind- 
ing of aminoacyl-ribonucleic acid to Escherichia coli ribosomes. Proceedings of the National Academy of 


Sciences USA 57; 1815, 1967.) 


他 们 还 证 实 EF-Tu 和 EF-Ts 都 是 Phe-tRNA™ 
与 核糖 体 结合 所 需要 的 ， 所 做 的 分 析 与 表 18. 3 相 
同 ， 只 是 没有 GDPCP， 并 且 EF-Tu 和 EF-Ts 是 分 
FRA) (EF-Tu 中 有 一 点 EF-Ts 残留 污染 》 并 被 分 别 
加 入 。 表 18.4 显示 EF-Tu 和 EF-Ts 都 是 Phe-tR- 
NA 与 核糖 体 结合 所 需要 的 。 只 加 EF-Tu 时 有 少 
量 结合 是 因为 有 EF-Ts 污染 。 


表 18.3 GIP 和 GDPCP 对 氨 酰 -tRNA 结合 核糖 体 
以 及 对 结合 和 形成 肽 键 的 影响 
结合 的 N- 乙 酰 - 形成 的 N- 乙 酰 、 结合 的 


添加 成 分 。 Phe tRNAM™ diPhe tRNA(MC PhetRNA 
(4C)/pmol 或 ?H)/pmol GHD/pmol 
无 7.6 0.4 0.1 
EF-T+GTP 3.0 4.5 2.8 
EF-T-+ GDPCP 7.0 0.5 4.8 


‘Source: Haenni, A. L- and J. Lucas-Lenard, Stepwise syn- 
thesis of a tripeptide, Proceedings of the National Academy of 
Sciences ,USA 61:1365,1968. Reprinted by permission. 

表 18.4 [?H] Phe tRNA 结合 到 带 有 结合 了 N-Z 
酰 -[“C] Phe-tRNA 的 核糖 体 需要 EF-Ts 和 EF-Tu 


添加 成 分 结合 的 [3 H]Phe-tRNAVpmol 
无 2.8 
EF-Ts+GTP 2.8 
EF-Tut+GTP 5.2 


EF-Ts+ EF-Tu+ GTP 
Source; Naenni, A. L. , and J. Lucas-Lenard, Stepwise 
synthesis of a tripeptide, Proceedings of the National Acad- 
emy of Sciences USA 61; 1365, 1968. Reprinted with permis- 
sion, 
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图 18.14 是 EF-Tu 与 EF-Ts 共同 作用 引起 氨 
酰 -tRNA 与 核糖 体 结合 的 详细 机 人 制 模型 首先， 
EF-Tu 与 GTP 构成 一 个 二 元 〈2 部 分 ) 复合 物 。 然 
后 ， 氨 酰 -tRNA 加 入 这 个 复合 物 ， 形 成 由 EF-Tu, 
GTP、 氨 酰 -tRNA 构成 的 三 元 (3 部 分 ) 复合 物 。 
三 元 复合 物 将 其 氨 酰 -tRNA 送 到 核糖 体 的 A 位 
A EF-Tu 和 GTP 保持 结合 在 核糖 体 上 。 随 后 ， 
GTP 被 水 解 ，EF-Tu-GDP 复合 物 从 核糖 体 上 解 离 。 
最 后 ，EF-Ts 使 复合 物 上 的 GDP 与 GTP 交换 ， 产 
生 EF-Tu-GTP 复合 物 。 

以 上 过 程 的 证 据 是 什么 呢 ? Herbert Weissbach 
及 同事 在 1967 年 发 现 ，EF-T 制备 物 和 GTP 形成 的 
复合 物 可 以 被 硝酸 纤维 素 滤 膜 截留 。 他 们 标记 了 
GTP, 将 其 与 EF-T 混合 ,发现 标记 的 核 俏 酸 结合 
到 滤 膜 上 了 ， 这 表明 GTP 已 经 结合 到 EFT 制备 物 
的 某 个 蛋白 质 上 ， 可 能 是 EF-T 本 身 ， 形 成 了 复合 
物 。Julian Gordon 随后 发 现 ， 将 氨 酰 -IRNA 加 入 
EF-Tu-GTP 复合 物 可 使 其 从 滤 膜 上 释放 。 一 种 解释 
是 氨 酰 -tRNA 结合 EF-Tu-GTP 复合 物 形成 四 元 复 
合 物 从 而 不 再 与 滤 膜 结合 。 有 两 条 证 据 支持 这 一 假 
设 。 第 一 ， 去 氨 酰 -tRNA (HRA AAEM tRNA) 不 
能 从 滤 膜 上 释放 EF-T-GTP 复合 物 (图 18. 15)， 这 
一 条 满足 假设 是 因为 去 氨 酰 -tRNA 不 能 进入 将 氨 酰 - 
tRNA 送 到 核糖 体 上 的 复合 物 中 。 此 外 ， 其 他 研究 
者 发 现 {Met-tRNA}" 、Met-tRNA}N" 、N- 乙 酰 -Phe- 
tRNAP“ 都 与 去 氨 酰 -tRNA 一 样 不 能 从 滤 膜 上 释放 
EF-T-GTP 复合 物 。 因 此 ， 只 有 注定 要 结合 到 A 位 
点 的 氨 酰 -LIRNA 才 可 以 与 EF-T 和 GTP 结合 形成 四 
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18.14 ” 氨 酸 -tRNA 与 核糖 体 A 位 点 的 结合 模型 。(a) EF-Tu 与 GTP 结合 形成 二 元 复合 物 。(b) 二 元 
复合 物 又 与 一 个 氨 酰 -tRNA 结合 ， 形 成 三 元 复合 物 。(c) 三 元 复合 物 与 P 位 是 肽 酰 -tRNA、A 位 空 出 的 


核糖 体 结合 。 


(d) GTP 被 水 解 ， 形 成 的 EF-Tu-GDP 复合 物 从 核糖 体 上 解 离 ， 在 A 位 留 下 新 的 氨 酰 - 


tRNA. (e) EF-Ts 用 GTP 交换 EF-Tu 的 GDP 再生 EF-Tu-GTP 复合 物 。(aa-tRNA 二 氨 酰 -tRNA) 


+ 去 氨 酰 -tRNA 
20 


的 GTPIpmol 
a 


3 1o| ®\@ +PhetRNA 


结合 
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加 入 的 tRNA/hg/hL) 


图 18.15 和 氮 酰 -tRNA 和 去 氨 酰 -tRNA 对 EF-Tu- 
GTP 复合 物 的 影响 。Gordon 分 别 将 Phe tRNA 
和 去 氨 酰 -tRNA 与 含有 [CH] GTP 的 EF-TwGTP 
复合 物 混合 ， 将 混合 物 通过 硝酸 纤维 素 滤 膜 。 用 结 
合 在 滤 膜 上 的 复合 物 中 GTP 的 量 对 加 入 的 RNA 
的 量 作 图 。Phe-tRNAr 引起 与 滤 膜 结合 复合 物 的 
大 幅度 下 降 , 而 去 氨 酰 -tRNA 几乎 无 影响 。 
(Source: Adapted from Gordon, J. A stepwise re- 
action yielding a complex between a supernatant 
fraction from E.coli, guanosine 5'-triphosphate, 
and aminoacyl-sRNA, Proceedings of the National 
Academy of Sciences USA 59: 180, 1968.) 
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元 复合 物 。 支 持 存在 四 元 复合 物 的 第 二 个 证 据 是 加 
入 氨 酰 -tRNA 时 ，EF-T 的 活性 可 以 穿 过 滤 膜 进入 
滤液 (图 18. 16)。 这 表明 EF-T 是 二 元 复合 物 的 一 
部 分 ， 而 且 从 标记 实验 我 们 已 经 知道 GTP 是 该 复合 
物 的 一 部 分 。 由 于 EF-T 自身 或 只 与 GTP 结合 就 可 
与 滤 膜 结合 ， 因 此 可 以 认为 它 之 所 以 流 过 滤 膜 是 因 
为 存在 于 与 GTP 和 氨 酰 -tRNA 的 复合 物 中 。 

Ravel 及 合作 者 用 以 下 实验 给 我 们 提供 了 形成 
四 元 复合 物 的 更 多 证 据 。 他 们 用 *H 和 *P 标记 
GTP, JHC 标记 PhotRNA™, 与 EF-T 混合 后 ， 
在 SephadexG100 (第 5 章 ) 进行 凝 胶 过 滤 。 这 种 凝 
胶 过 滤 树 脂 排除 大 分 子 蛋白 质 ， 如 EF-T， 所 以 它们 
在 外 水 体积 〈void volume) 组 分 中 迅速 流 过 层 析 柱 。 
相反 ， 相 对 小 的 物质 ， 如 GTP， 甚 至 PhetRNA™ 
进入 树脂 的 孔 中 ， 因 而 被 阻 滞 ， 在 外 水 体积 之 后 较 
晚 出 现 。 实际 上 ， 分 子 越 小 ， 洗 脱出 来 所 需 的 时 间 
越 长 。 图 18.17 是 凝 胶 过 滤 实 验 的 结果 ， 标 记 物 
GTP 和 Phe-tRNAM™ 组 分 的 出 现 相 对 于 它们 通常 的 
位 置 较 晚 ， 表 明 这 些 组 分 是 游离 的 GTP 和 Phe 
tRNA™ ,虽然 本 实验 中 几乎 没有 观察 到 游离 的 
GTP。 然 而， 实验 中 绝 大 多 数 的 两 种 物质 的 组 分 出 现 
得 很 早 〈 在 组 分 数 20 前 后 )， 表 明 它们 一 定 与 某 种 较 
大 的 物质 形成 了 复合 物 。 实 验 中 主要 的 大 物质 是 EF 
T， 我 们 已 经 讨论 过 的 实验 提示 该 复合 物 中 有 EFT, 
所 以 可 以 推测 形成 了 包括 PhetRNA™, GTP, EFT 


18.16 加 入 氨 栈 -tRNA 后 硝酸 纤维 素 8 
滤液 中 EF-T 的 变化 。Gordon 将 下 列 成 分 
混合 并 通过 硝酸 纤维 素 滤 膜 ， 利 用 苯 丙 氨 
酸 多 聚 化 分 析 检测 滤液 中 EF-T 的 活性 。 
红色 ，EF-T 十 Phe tRNAP“ 十 GTP; ff: 
EF-T 十 去 氨 酰 -tRNA 十 GTP; 绿色 :EF- 
T+Phe-tRNA。 只 有 当 EF-T, PhetRNA 
和 GTP 都 存在 时 ，EF-T 复合 物 才能 穿 过 
UE AE. (Source; Adapted from Gordon, 
J., A stepwise reaction yielding a complex 
between a supernatant fraction from E. coli, 

guanosine 5'-triphosphate, and aminoacyl- 
sRNA, Proceedings of the National 
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图 18. 17 EF-T, $ift-tRNA, GIP 三 元 复合 物 
的 形成 。Ravel 及 同事 将 [*C] -PhetRNA™ 5 
GTP (ARH PRES APS.” P 标记 磷酸 基 团 ) 
和 EF-T 混合 。 混 合 物 通过 SephadexG100 HERE 
过 滤 层 析 柱 ， 使 大 分 子 的 EF-T 与 相对 小 分 子 的 
GTP 和 Phe tRNA 分 离 。 通 过 对 每 一 组 分 中 的 
3 种 放射 性 同位 素 的 分 析 ， 测 定 GTP 和 Phe 
tRNA 。 在 大 分 子 组 分 中 〈 组 分 数 20 左右 )， 
发 现 二 者 至 少 有 部 分 存在 ， 因 此 ， 它 们 确实 与 
EFF 形 成 了 复合 物 。( Source: Adapted from 
Ravel, J. M. , R. L. Shorey, and W. Shive, The 
composition of the active intermediate in the 
transfer of aminoacy+RNA to ribosomes, Bio- 
chemical and Biophysical Research Communica- 
tions 32: 12, 1968. ) 
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的 三 元 复合 物 。 

至 此 ， 在 这 些 实验 中 我 们 还 没有 鉴别 出 EF-Ts 
和 EF-Tu。Herbert Weissbach 及 其 合作 者 通过 将 这 
两 种 蛋白 质 分 离开 ， 并 分 别 进行 检测 完成 了 这 一 工 
作 。 他 们 发 现 EF-Tu 是 二 元 复合 物 中 结合 GTP 的 
因子 。 那 么 EF-Ts 的 作用 是 什么 呢 ? 研究 者 证 明 ， 
该 因子 在 EF-Tu-GDP 复合 物 向 EF-Tu-GTP 复合 物 
转换 中 起 关键 作用 。 但 是 ， 当 EF-Ts 与 事先 形成 的 
EF-Tu-GTP 复合 物 或 与 EF-Tu 单独 在 一 起 时 ， 几 
乎 没有 作用 (图 18. 18) 。 因 此 ，EF-Ts 可 能 并 不 直接 
与 EF-Tu 和 GTP 形成 复合 物 ， 相 反 ， 是 通过 交换 鸟 
ROS BAF Mee EF-Tu-GDP 转换 成 EF-Tu-GTP 的 。 

EF-Ts 如 何 执行 它 的 交换 任务 呢 ? David Miller 
和 Weissbach 发 现 ，EF-Ts 通过 形成 EF-Ts-EF-Tu 
复合 物 可 以 从 EF-Tu-GDP 中 置换 GDP (图 18. 19), 
这 种 置换 作用 怎样 发 生 呢 ? Reuben Leberman 及 同 
事 对 EF-Ts-EF-Tu 复合 物 的 X 晶体 学 研究 表明 ， 
EF-Ts 结合 EF-Tu-GDP 的 主要 结果 之 一 是 对 EF-Tu 
的 Mg 结合 中 心 的 破坏 ，EF-Tu 与 Mez+ 间 结 合 减 
弱 导 致 了 GDP 的 解 离 ， 从 而 给 GTP 结合 EF-Tu F 
通 了 道路 。 

为 什么 需要 EF-Tu 护送 氨 酰 -tRNA 到 核糖 体 上 
R? 连接 氨基 酸 与 其 同类 tRNA 的 酯 键 很 容易 断裂 ， 
将 氮 酰 -tRNA 隐藏 在 EF-Tu 蛋白 中 可 以 保护 这 个 易 
分 解 的 化 合 物 不 被 水 解 。 但 是 细胞 中 氨 酰 -tRNA 的 
浓度 很 高 ， 有 足够 的 EF-Tu 供应 吗 ? 是 的 ，EF-Tu 
是 细胞 中 最 丰富 的 蛋白 质 之 一 。 例 如 ， 在 E.coli 细 
胞 中 EF-Tu 占 总 蛋白 的 5% ， 出 现 这 种 高 丰 度 的 原 
因 可 能 是 EF-Tu 起 重要 的 保护 作用 。 
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图 18.18 ”EF-Ts 对 三 元 复合 物 形成 的 作用 。Weissbach 及 同事 在 有 红色 ) 和 无 EF-Ts CE) 的 条 件 


下 , 将 [*C] Phe tRNA™, [°H] 


GTP, EF-Tu 制备 物 混合 ， 形 成 三 元 复合 物 。 检 测 硝酸 纤维 素 滤 膜 上 


放射 性 的 减少 来 测定 三 元 复合 物 的 形成 。 只 有 当 EF-Tu-GDP 为 底 物 时 ，EF-Ts 才能 激发 复合 物 的 形成 


(图 a)。EF-Tu-GTP (图 b) 或 EF-Tu+GTP (M c), 无 须 EF-Ts， 就 能 自发 形成 三 元 复合 物 。 


tRNA 一 氨 酰 -tRNA) (Source; Adapted from Weis: 


Caa 
sbach, H., D. L. Miller, and J. Hachmann, Studies on 


the role of factor Ts in polypeptide synthesis. Archives of Biochemistry and Biophysics, 137: 


267, 1970. ) 


i h EF-Tu. AKARNA 和 GTP 形成 
的 三 元 复合 物 ， 将 氨 酰 -tRNA 转移 到 核糖 体 的 A 
位 点 ,此 过 程 不 需要 GTP 水 解 。 随 后 ，EF-Tu 
以 其 核糖 体 依赖 性 GTP 酶 活性 水 解 GTP、 形 成 
的 EF-TurGDP 复合 物 从 核 精 体 解 离 。EF-Ts 通 
过 以 GTP 交换 与 EF-Tu 结 合 的 GDP， 使 EF-Tu- 
GTP 复合 物 再 生 。 氨 酰 -tRNA 的 加 入 又 重新 构 
成 三 元 复合 物 进 入 新 一 轮 肽 链 延伸 。 

校正 ”在 第 19 章 我 们 将 看 到 蛋白 质 合成 的 准确 
性 部 分 是 来 自 tRNA 对 正确 氨基 酸 的 负载 ， 部 分 是 
来 自 延伸 步 又 1 中 核糖 体 A 位 点 密码 子 与 氨 酰 -tR- 
NA 的 正确 识别 。 但 是 ， 如 果 在 这 个 初始 识别 步 又 
发 生 错误 ， 仍 有 机 会 在 错误 氨 酰 -tRNA 将 其 氨基 酸 
送 到 延伸 链 之 前 来 纠正 。 这 个 过 程 称 为 校正 
(proofreading) 。 

Robert Thompson 用 图 18. 20 显示 的 过 程 总 结 
TREME. k 值 是 每 个 反应 的 速度 常数 。 这 些 速 
度 常 数 可 发 生变 化 ， 取 决 于 核糖 体 结合 的 三 元 复合 
物 是 否 带 有 正确 或 不 正确 的 氨 酰 -tRNA。 从 正确 到 
不 正确 变化 最 大 的 是 ,和 上 k。 前 者 表示 三 
物 与 核糖 体 结合 之 后 的 解 离 速度 。 如 果 
物 中 氨 酰 -tRNA 是 正确 的 ， 就 不 应 该 发 生 解 离 ， 但 
实际 上 解 离 以 很 低 的 速度 发 生 着 。 如 果 复 合 物 中 氨 
酰 -tRNA 不 正确 ， 就 会 以 很 高 的 速度 发 生 解 离 ， 因 
为 密码 子 与 反 密码 子 之 间 碱 基 配 对 不 好 ， 不 能 像 完 
好 配对 那样 紧密 结合 不 正确 的 三 元 复合 物 。 通 常 不 
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正确 三 元 复合 物 的 解 离 发 生 在 GTP 水 解 之 前 ， 因 
此 ， 其 氨 酰 -tRNA 通常 都 不 会 留 在 核糖 体 上 。 

第 二 个 速度 常数 表示 和 氮 醚 -RNA (来 自 三 元 复 
合 物 ) 从 核糖 体 上 解 离 的 速度 。 同 样 ， 如 果 氨 酰 -tR- 
NA 不 正确 ， 那 么 解 离 发 生 的 速度 比 正确 情况 下 快 得 
多 ， 因 为 密码 子 与 反 密 码 子 之 间 不 完全 配对 。 这 种 解 
离 速 度 通常 非常 快 ， 使 不 正确 氨 酰 -tRNA 在 其 氨基 酸 
有 机 会 加 入 新 生 的 肽 链 之 前 就 与 核糖 体 解 离 了 。 

分 析 翻 译 的 准确 性 得 出 一 个 一 般 性 原则 ， 即 高 
准确 性 与 高 翻译 速度 是 不 相 容 的 。 事 实 上 ， 准 确 性 
与 速度 是 负 相关 的 : 翻译 速度 越 快 ， 准 确 性 越 差 。 
这 是 因为 核糖 体 必须 有 足够 的 时 间 让 不 正确 三 元 复 
合 物 和 氮 酰 -tRNA 在 不 正确 氨基 酸 不 可 逆转 地 加 入 
延伸 的 及 链 之 前 离开 。 如 果 翻 译 速度 加 快 ， 就 会 有 
更 多 不 正确 的 氨基 酸 加 入 。 相 反 ， 如 果 翻 译 速度 慢 ， 
准确 性 就 会 更 高 ， 但 是 蛋白 质 也 许 就 不 能 足够 快 地 
合成 以 维持 生命 。 因 此 ， 翻 译 的 速度 和 准确 性 之 间 
存在 着 精细 的 平衡 。 

在 这 个 平衡 中 最 重要 的 因素 之 一 是 EF-Tu 对 
GTP 的 水 解 速度 。 如 果 水 解 速度 快 ， 则 第 一 个 校正 
的 时 间 就 敌 了 : EF-Tu 很 快 将 GTP 水 解 成 GDP, 
没有 给 携带 错误 氨 酰 -tRNA 的 三 元 复合 物 充足 的 时 
间 与 核糖 体 解 离 。 另 一 方面 ， 如 果 水 解 速度 较 慢 ， 
校正 会 有 充裕 的 时 间 ， 但 翻译 速度 会 太 慢 。 那 么 合 
适 的 速度 是 多 少 昵 ? HE. colit, STEA YHA 
合 与 GTP 水 解 之 间 的 平均 时 间 大 约 是 几 毫 秒 。 但 是 


EF-Tu-GDP 从 核糖 体 解 离 需 要 更 多 个 毫秒 。 校 正 就 
发 生 在 这 两 个 时 间 段 内 ， 缩 短 这些 时 间 都 会 严重 影 
响 翻 译 的 准确 性 。 
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图 18,19 EF-Ts 对 EF-Tw-GDP 复合 物 中 GDP 的 置 
$o Miller 和 Weissbach 将 EF-Tu- [3H] GDP 复合 
物 与 3 种 不 同 浓度 的 EF-Ts 混合 ,将 混合 物 通过 
SephadexG-25 凝 胶 过 滤 柱 ， 测 定 复合 物 中 GDP 的 
含量 。3 个 实验 组 中 EF-Ts 的 浓度 分 别 为 ，(a) 500 
单位 ，(b)14 000 单位 ，(c) 25 000 单位 。 红 色 ， 
SH-GDP; jë f, EF-Tu, (Source; Adapted from 
Miller, D.L.and H. Weissbach, Interactions be- 
tween the elongation factors: The displacement of 
GDP from the Tu-GDP complex by factor Ts, Bio- 
chemical and Biophysical Research Communications 
38: 1019, 1970. ) 


细胞 能 忍受 多 大 的 翻译 错误 率 呢 ? 例如 ， 错 误 
率 为 1% 时 会 怎么 样 ? 99% 的 正确 率 听 起 来 相当 好 
T, 但 这 是 在 你 意识 到 大 多 数 多 肽 链 都 远 远 超过 
100 个 氨基 酸 之 前 。 多 肽 链 的 平均 长 度 为 300 个 氨 


基 酸 ， 有 些 甚至 超过 1000 个 氨基 酸 。 假 设 每 个 氨基 
酸 的 错误 率 为 es， 多 肽 链 长 度 为 x， 则 翻译 一 条 无 错 
(error-free) 多 肽 链 的 概率 户 用 下 列 公式 计算 ， 
p= (1 一 9 

例如 ， 以 错误 率 为 1%6， 那 么 一 条 均 长 多 肽 链 一 次 翻 
译 不 出 错 的 概率 只 有 5% ， 而 一 条 1000 个 氨基 酸 的 多 
炭 ， 不 出 错 的 概率 几乎 为 零 。 如 果 错 误 率 为 0. 1%， 
那么 正确 翻译 均 长 多 肽 的 概率 为 74%， 而 1000 个 氨 
基 酸 的 多 肽 不 出 错 的 概率 只 有 37%， 对 于 大 分 子 多 
肤 来 说 ， 这 显然 是 一 个 问题 。 如 果 错 误 率 为 0.01%， 
情况 又 会 怎样 ? 此 时 ， 正 确 翻 译 均 长 多 肽 的 概率 为 
97%, Ti 1000 个 氨基 酸 的 多 肽 约 为 91%。 这 是 一 个 
可 接受 的 出 错 率 。 事 实 上 ， 至 少 在 已 co 中 ， 观 察 到 
的 加 入 每 个 氨基 酸 的 错误 率 接近 0.01%, 

ARENA: KBR (streptomycin) 会 干 
扰 校 正 ,使 核糖 体 产生 很 多 错误 。 例如， 正常 核糖 
体 翻译 人 工 合成 的 poly (U) 只 会 单一 地 产生 多 聚 
茶 丙 氨 酸 。 但 是 ， 链 霉 素 可 极 大 地 刺激 Ile 和 少量 的 
Ser 及 Leu 的 加 入 。 

某 些 自然 条 件 使 我 们 可 以 观察 翻译 速度 比 正常 更 
快 或 更 慢 时 的 影响 。 例 如 ， 核 糖 体 蛋白 ram 突变 ， 或 
EF-Tu 内 部 如 tufAr 突变 都 会 使 肽 键 形成 速率 名 值 增 
大 1 倍 。 在 这 些 突变 中 ， 由 于 错误 氨基 酰 -tRNA 不 能 
及 时 从 核 精 体 上 解 离 ， 翻 译 的 准确 性 下 降 。 

FER, TERETE REF EKAN strA H, ky RA 
正常 值 的 一 半 ， 因 此 ， 肽 键 形成 的 速度 也 只 有 正常 
速度 的 一 半 ， 使 错误 氨 栈 -tRNA 有 充裕 的 时 间 离 开 
核糖 体 ， 所 以 翻译 格外 准确 。 

NS 蛋白 质 合成 机 器 在 延伸 过 程 中 ， 通 过 

一 个 两 步 过 程 来 保证 准确 性 .首先 ， 在 GTP 水 
解 之 前 ,清除 携 带 错误 氨 酰 -tRNA 的 三 元 复合 
物 。 如果 这 个 监控 失败 ， 仍 能 在 错误 氨基 酸 加 入 
延伸 链 之 前 清除 错误 的 氨 栈 -tRNA， 根据 
Thompson 的 假说 ， 这 两 个 校正 过 程 依赖 于 不 正 
确 密码 子 与 反 密 码 子 之 间 的 碱 基 弱 的 配对 作用 ， 
从 而 确保 解 离 作用 比 GTP 水 解 或 肽 键 的 形成 更 
快 发 生 。 翻 译 的 速度 和 准确 性 之 间 的 平衡 是 精密 
的 。 如 果 肽 键 形成 过 快 ， 不 正确 氨 酰 -tRNA 不 能 
及 时 离开 核糖 体 ， 它 们 的 氨基 酸 就 会 被 整合 到 蛋 
白质 中 ， 如 果 了 肽 键 形成 速度 过 慢 ， 蛋 白质 的 合成 
又 不 能 满足 生物 体 生长 的 需要 。 每 加 人 一 个 氨基 
酸 约 有 0. 01% 的 出 错 率 ， 可 以 实现 翻译 速度 与 准 
确 性 之 间 的 良好 平衡 。 


延伸 步骤 2: 肽 键 的 形成 


在 起 始 因子 和 延伸 因子 EF-Tu 完成 它们 的 工作 
之 后 ,核糖 体 在 P 位 点 就 拥有 了 fMetrtRNA ,在 
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Rib-pep-tRNA (18.20 所 基 酸 掺 入 蛋白 质 的 可 


EF-Tu-GDP 能 机 制 。 每 个 速度 常数 表示 箭头 所 
kiat ki 指 反应 的 速度 。 例 如 , 为 表 示 三 元 
Rib +TC eee Rib-EF-Tu-GDP-aa-tRNA 复合 物 〔TC) 结合 到 核糖 体 Rib) 
KNW aa-tRNA 上 的 速度 ; ko 表示 间 反 应 速度 。 
+ (Source; Adapted from Thomp- 

Rib-EF-Tu-GDP 


Rib + EF-Tu-GDP 


son, R.C., EFTu provides an in- 
ternal kinetic standard for transla- 
Trends in Bio- 
13, 91-93, 


“| 
tional accuracy. 
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识别 校正 
A 位 点 拥有 氨 酰 -tRNA， 现 在 该 是 形成 肽 键 的 时 候 
了 。 你 可 能 会 期 望 一 组 新 的 延伸 因子 参与 这 个 事件 ， 

但 实际 上 没有 。 相 反 ， 核 糖 体 自身 就 具有 肽 基 转移 

酶 〈peptidyl transferase) 活性 ， 可 形成 肽 键 而 不 需 

要 可 溶性 因子 。 

经 典 的 肽 基 转 移 酶 分 析 是 由 Robert Traut 和 
Robert Monro 发 明 的 ， 用 的 是 结合 到 核糖 体 P 位 的 
标记 氨 酰 -tRNA 或 肽 酰 -tRNA MERER. PICA 
WN TH BN GE OS TG IK BY FTL. HP 
{RL ARERR A f A RE GH (Ha ST R» 
如 图 18. 21a 所 示 。Traut 和 Monro 还 发 现 这 个 反应 
系统 经 过 一 定 修饰 后 ， 可 以 显示 SOS 核糖 体 亚 基 不 
需要 30S 亚 基 或 其 他 可 溶性 因子 的 帮助 ， 就 可 以 执 
行 肽 基 转 移 酶 反应 〈 图 18. 21b)。 首 先 ， 让 核糖 体 
以 poly (U) 为 mRNA 进行 poly (Phe) 合成 ,使 
poly (Phe) -tRNA BEA P 位 点 ， 然 后 通过 与 低 浓度 
Me 缓冲 液 黎 育 ， 再 超速 离心 去 除 30S 亚 基 。 再 用 
盐 溶 液 洗 去 残留 的 起 始 因子 和 延伸 因子 ， 留 下 50S 
亚 基 结合 poly (Phe) -tRNA。 通 常 ， 这 种 引发 的 
50S 亚 基 与 呆 叭 得 素 不 起 反应 ,但 研究 者 发 现 ， 加 
A 33% 的 甲醇 (乙醇 也 有 效 ) BT LAG] EOS EK AY 
反应 。 在 两 种 分 析 中 ， 首 先 必须 区 分 被 释放 的 肽 栈 - 
tRNA 和 仍然 与 核糖 体 结合 的 肽 酰 -tRNA。Traut 和 
Monro 最 初 采用 蔗糖 梯度 离心 进行 分 离 〈 图 18. 22). 

后 来 ， 又 开发 出 更 方便 的 过 滤 结 合 分 析 法 。 图 
18. 22a 是 不 含 叮 叭 霉 素 的 阴性 对 照 ， 如 所 预期 的 ， 
poly (Phe) 仍然 结合 在 50S 亚 基 上 。 图 18. 22b 是 
阳性 对 照 ， 加 入 尿素 和 RNase 使 poly (Phe) 从 50S 
亚 基 上 释放 出 来 了 。 图 18. 22c 和 18. 22d ERE 
素 分 别 加 或 不 加 GTP HERRAR. BR poly 
(Phe) 释放 出 来 了 ， 表 明 肽 基 转移 酶 有 效 。 即 使 没 
有 GTP， 这 个 反应 也 发 生 了 ， 正 如 肽 基 转 移 酶 反应 
所 应 该 的 那样 。 

PSB RG 50S 亚 基 的 反应 似乎 证 明 50S 亚 基 
含有 肽 基 转 移 酶 活性 ， 那 么 非 生 理性 条 件 (33% 甲 
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BOER) 能 破坏 这 一 性 质 吗 ? SARI 
是 ， 肽 与 嘎 叭 霉 素 的 反应 好 像 遵守 正常 的 肽 合成 的 
机 制 ， 而 且 M. A. Gottesmann 用 poly (A) 替换 
poly (U)， 因 而 poly (Lys) 替换 poly (Phe), it 
氨 酰 -tRNA PRM ERR FAY I, WEA 
OS AE RL IL AL SE AA OIE RARR, Ah 
5X HE BR JO AB SR ACRE IK AVE AA Hd TE W EK AEE F G BZ 
应 的 抗生素 的 阻 断 ， 显 示 模 型 反应 使 用 与 正常 反应 
相同 的 途径 。 

在 以 后 的 几 十 年 中 ， 一 直 不 清楚 50S 亚 基 的 哪 
个 部 位 具有 上 肽 基 转 移 酶 活性 。 但 是 ， 当 Thomas 
Cech 及 同事 在 20 世纪 80 年 代 初 发 现 某 些 RNA 具 
有 催化 活性 后 ,分 子 生 物 学 家 就 开始 怀疑 23S 
rRNA 可 能 催化 了 肽 基 转 移 酶 的 反应 。1992 年 ， 
Harry Noller 及 同事 提供 了 这 一 推测 的 证 据 。 在 进 
行 肽 基 转 移 酶 分 析 时 ， 他 们 使 用 了 一 种 经 修饰 的 顺 
聆 雹 素 反应 叫做 片段 反应 〈fragment reaction)。 反 
应 由 Monro 在 20 世纪 60 年 代 开创 ,利用 了 在 了 位 
点 的 标记 [Met-tRNAM 片段 和 A GERNER. 
片段 可 以 是 CCA-fMet 或 CAACCA-fMet， 二 者 都 与 
整个 fMetrtRNA 党 非常 类 似 ， 因 此 都 可 以 和 了 位 点 
结合 。 随 后 ， 标 记 的 {Met 可 与 嘎 叭 霉 素 反应 释放 标 
记 的 Me BRR RK. 

Noller 及 合作 者 面临 的 任务 是 除去 SOS 亚 基 上 
的 所 有 蛋白 质 分 子 ， 只 留 下 rRNA， 证 明 这 个 rRNA 
分 子 能 够 催化 片段 反应 。 为 了 去 除 50S 亚 基 上 的 蛋 
白质 ， 他 们 使 用 了 3 种 较为 强烈 的 、 可 以 使 蛋白 质 
降解 和 变性 的 试剂 : 苯酚 、SDS 和 和 蛋白酶 K (PK), 
图 18.23 中 ，1 一 4 泳 道 显示 E. coli 50S 亚 基 经 SDS 
和 蛋白 酶 K 处 理 可 保留 肽 基 转移 酶 活性 ， 但 苯酚 处 
理 的 提取 物 则 没有 。 这 种 能 耐 受 SDS 和 蛋白 酶 K 的 
能 力 很 了 不 起 ， 但 是 为 什么 茶 酚 提取 物 比 其 他 两 种 
物质 对 肽 基 转 移 酶 的 破坏 更 大 ? 

Noller 及 同事 推测 茶 酚 可 能 破坏 了 对 肽 基 转 移 
酶 活性 非常 重要 的 RNA 的 高 级 结构 。 如 果 是 这 样 ， 


图 18. 21 FARMS GD HOO RAL, Ca) HEREKE. LNT poly (U) 信使 RNA fi 
翻译 将 标记 的 poly (Phe) MERAJ PALA. RE, MAER, 4 poly (Phe) ASS ER ATE AK, 
标记 的 肽 酰 -tRNA 被 释放 。(b) 只 与 50S 亚 基 反应 。 同 样 ， 将 标记 的 poly (Phe) 加 载 到 核糖 体 的 P 位 点 ， 
在 低 浓度 Mg SE GSE AE PLH 50S-poly (Phe)-tRNA 复合 物 与 30S WWM mRNA 分 离 。 然 后 ， 加 入 
顺 叭 霉 素 ， 通 过 标记 肽 基 藉 叭 霉 素 的 释放 来 测定 肽 基 转 移 酶 活性 。 反 应 的 副产品 〈50S 亚 基 和 tRNA) 未 
在 图 中 标 出 ， 星 号 表示 标记 的 poly (Phe), 


图 18.22 肽 键 形成 的 嘎 只 露 来 分析 。 
Traut 和 Monro 将 [*C] poly (Phe) 
MARIKE, HEARE ER k 
PEFEA, ARIE RE T W RE BN a HE BB 
度 离心 ,分离 核糖 体 结合 的 poly 
(Phe) 和 核糖 体 释放 的 游离 poly 
(Phe) 。 对 结合 有 poly (Phe) 的 核糖 
体 做 如 下 处 理 ，(a) 不 处 理 ，(b) R 
FRA RNase 处 理 ，〈c) BEI HH Hh 
Bs (d 无 GTP 时 ， MARR. 
核糖 体 和 自由 poly (Phe) 的 位 置 在 
(d) 中 标 出 。(Source: Adapted from 100} 
Traut, R.R.and R.E. Monro, The 
puromycin reaction and its relation to 50 
protein synthesis. Journal of Molec- 
ular Biology, 10: 63-72, 1964.) 上 L 1 
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他 们 推测 来 自 哮 热 菌 的 rRNA 结构 应 该 非常 稳定 ，。” 都 保留 了 肽 基 转 移 酶 活性 。 

经 苯酚 提取 后 不 会 变性 。 为 了 证 明 这 一 假设 ， 他 们 如 果 片 段 活性 确实 能 代表 肽 基 转 移 酶 ， 那 么 它 
用 生活 在 滚 疯 泉水 中 的 暑热 细菌 〈Thermus aquatic- MARERE EMANARE KMH., m 
us) 的 50S 亚 基 做 了 相同 的 实验 。 图 18. 23 oki S~ RRNA 是 肽 基 转移 酶 的 关键 因素 ， 那 么 片段 反应 
9 证 明 T. aquaticus 的 50S 亚 基 经 3 种 试剂 处 理 后 ， 。 就 应 受 RNA 酶 抑制 。Noller 及 同事 对 此 两 组 实验 条 
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件 均 获得 了 满意 答案 。 对 T. aquaticus 完整 的 或 处 理 
的 50S EMET H BEL, HARER, MERKA 
RNA 酶 抑制 ， 正 如 所 预期 的 那样 ! 

那么 这 些 实验 表明 rRNA 是 肽 基 转 移 酶 的 唯一 
成 分 了 吗 ? Noller 及 同事 没有 获得 这 个 结论 ， 部 分 
是 因为 即使 用 最 强烈 的 蛋白 质变 性 剂 ， 也 不 能 完全 
去 除 制备 物 中 的 蛋白 质 。 事 实 上 ， 在 随后 与 Alexan- 
der Mankin 的 合作 中 发 现 ， 经 严格 去 蛋白 质 处 理 后 
仍 有 8 个 核糖 体 蛋 白 与 rRNA 结合 。 

Mankin, Noller 及 同事 将 T. aquaticus 的 50S $ 
糖 体 颗粒 用 与 Noller 原初 实验 相同 的 蛋白 质 破坏 试 
剂 处 理 ， 然 后 对 剩余 物质 进行 蔗糖 梯度 超速 离心 ， 
发 现 保留 肽 基 转移 酶 活性 的 成 分 以 50S 和 80S 颗粒 
沉降 ,命名 为 KSP50 和 KSP80 颗粒 。 字母 K、S、 
P 分 别 代表 蛋白 酶 K、SDS、Phenol (苯酚 )。 接 着 
他 们 检测 了 完整 50S 颗粒 以 及 KSP50 和 KSP80 Wi 
Ki, BEARS ABH RNA 和 和 蛋白质。 通过 凝 胶 
电泳 分 离 出 23S 和 5S rRNA， 用 双向 电泳 〈 第 5 RED 
来 分 离 和 鉴定 颗粒 中 的 蛋白 质 。 难 以 置信 的 是 仍然 
有 8 个 蛋白 质 或 多 或 少 地 保持 完整 ， 其 中 4 个 〈L2、 
13, L13, 122) 以 接近 化 学 平衡 的 量 存在 ， 另 外 4 
A (L15、L17、L18、L21) 的 含量 有 所 降低 。 通 过 
测定 各 自 的 N 端 肽 ， 他 们 再 次 对 这 8 种 蛋白 质 进行 
了 鉴定 ， 由 于 在 两 种 颗粒 中 都 出 现 了 相同 的 蛋白 质 和 
RNA，KSP80 颗粒 可 能 是 KSP50 颗粒 的 二 聚 体 。 

在 先前 利用 纯化 的 组 分 重新 构成 肽 基 转 移 酶 的 
研究 表明 ， 只 用 23S rRNA 和 和 蛋白质 L2、L3、14 
就 可 以 重 构 肽 基 转 移 酶 活性 。KSP 颗粒 只 缺 其 中 的 
1A, 因此， 考虑 到 重 构 结 果 和 KSP 颗粒 的 结果 ， 
Mankin 等 认为 肽 基 转 移 酶 活性 所 需 的 最 小 成 分 是 
23S rRNA 和 蛋白 质 L2、L3。 

23S rRNA 在 肽 基 转移 酶 中 起 什么 作用 呢 ? 可 
以 试图 推测 它 具 有 催化 作用 ， 但 是 目前 所 得 结果 还 
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图 18.23 ”去 蛋白 质 试剂 对 大 肠 杆 菌 和 嗜 热 细 菌 
核糖 体 肘 基 转移 酶 活性 的 影响 。 用 SDS, EA 
BK (PK) 、 葵 酚 单 独 或 混合 处 理 核糖 体 。 然 后 
用 CAACCA-f [sS] Met 的 片段 反应 测定 所 处 
理 核糖 体 的 肽 基 转 移 酶 活性 。 用 高 压 纸 电泳 分 
Bf [>S] Me MEK, BHA DM. K 
精 体 来 源 在 底部 标 出 : E70S 和 E50S 分 别 是 来 
HE. coli 的 70S 亚 基 和 50S WA, T50S 指 嗜 热 
细菌 的 SOS 核糖 体 亚 基 。 标 准 Mer- REKA 
位 置 标 在 图 右 侧 标 出 。(Source: Adapted from 
Noller, H.F., V.Hoffarth, and L. Zimniak, 
Unusual resistance of peptidyl transferase to pro- 
tein extraction procedures. Science 256 (1992) 
p. 1417, £.2.) 


不 能 得 出 这 一 结论 。 然 而 ，Thomas Steiz 及 同事 在 
2000 年 对 50S 核糖 体 颗粒 的 X 射线 晶体 学 研究 发 
现 ， 在 肽 基 转移 酶 活性 中 心 附近 没有 蛋白质， 只 有 
23S rRNA, 因此， 看 起 来 23S rRNA 确实 具有 肽 基 
转移 酶 活性 ， 我 们 将 在 第 19 章 做 详细 论述 。 

小 结 ” 肽 键 是 由 叫做 肽 基 转 移 酶 的 核糖 体 酶 
合成 的 ， 该 酶 位 于 50S 核糖 体 颗粒 上 。 在 体外 肽 
基 转 移 酶 活性 的 最 小 组 成 是 23S rRNA 和 蛋白 
L2、L3。X 射线 晶体 学 研究 表明 23S rRNA 位 于 
酶 的 活性 中 心 ， 因 此 看 起 来 它 在 体内 具有 肽 基 转 
移 酶 活性 。 


延伸 步骤 3: 移 位 


- 旦 肽 基 转移 酶 完成 它 的 工作 ， 核 精 体 就 在 其 
A 位 点 有 一 个 肽 酰 -tRNA，P 位 点 有 一 个 去 氨 
酰 -tRNA。 下 一 步 是 移 位 ， 通 过 核糖 体 将 mRNA 和 
KARNA 移动 一 个 密码 子 的 长 度 ， 使 肽 酰 -tRNA 
移 至 P 位 ,并 逐 出 氮 酰 -tRNA。 移 位 过 程 需 要 延伸 
因子 EF-G， 它 能 在 移 位 完成 后 水 解 GTP。 本 节 内 
容 将 研究 移 位 过 程 中 的 更 多 细节 。 

移 位 过 程 中 mRNA 的 3- 核 背 酸 移动 HA, 
位 使 mRNA 准确 地 在 核糖 体 上 移动 3nt〈 一 个 密码 
FAR) 是 合理 的 ， 任 何其 他 长 度 的 移动 都 将 使 核糖 
体 进入 不 同 的 可 读 框 ， 产 生 不 正常 的 蛋白 质 产物 ， 
但 证 据 是 什么 呢 ? Peter Lengyel 及 同事 在 1971 年 提 
供 了 支持 3nt 假说 的 实验 结果 。 他 们 构建 了 一 个 移 
位 前 复合 物 〈pretranslocation complex), Fi kY EME 
菌 体 mRNA、 核 糖 体 、 氨 酰 -tRNA, 但 未 加 EF-G 
和 GTP 以 便 阻止 移 位 。 然后， 通过 加 入 EF-G 和 
GTP 构建 了 一 个 移 位 后 复合 物 。 用 胰 核 糖 核酸 酶 分 
别处 理 这 两 个 复合 物 ， 消 化 未 被 核糖 体 保护 的 
mRNA， 然 后 释放 被 保护 的 RNA 片段 并 对 其 测序 。 


他 们 发 现 ， 片 段 的 3 端 序列 在 移 位 前 复合 物 是 
UUU, 在 移 位 后 复合 物 是 UUUACU。 这 说 明 移 位 
使 mRNA 向 左 移动 了 3nt， 即 因此 3 Ait 
(ACU) 进 人 核糖 体 受 到 保护 。 为 进一步 检测 受 保 
护 RNA 的 3' 端 序列 ， 在 释放 测序 之 前 就 对 其 完成 
了 翻译 ， 发 现 移 位 前 复合 物 中 受 保护 mRNA 产生 的 
肽 段 以 UUU 编码 的 荃 丙 氨 酸 结尾 ， 而 移 位 后 复合 
物 中 受 保护 mRNA 产生 的 肽 段 以 ACU 编码 的 苏 氨 
酸 结尾 。 因 此 ， 移 位 使 mRNA 在 核糖 体 上 准确 地 移 
BAT 3nt， 即 一 个 密码 子 的 长 度 。 

小 结 ” 每 个 移 位 事件 使 mRNA 通过 核糖 体 
移动 一 个 密码 子 的 长 度 nt). 

GIP 和 EF-G 的 作用 ”如 我 们 在 本 章 前 面 所 学 ， 
E. coli 中 移 位 需要 GTP 和 GTP- 结 合 蛋 白 EF-G。 在 
真 核 细胞 中 ， 同 源 蛋 白 EF-2 执行 相同 的 过 程 。1970 
年 ，Yoshito Kaziro 及 同事 证 明了 移 位 对 GTP 和 
EF-G 的 依赖 性 。1974 年 通过 揭示 移 位 过 程 何 时 需 
要 GTP， 他 们 又 有 了 新 的 发 现 。 首 先 ， 按 图 18. 24 
合成 了 一 个 移 位 底 物 :“C 标记 的 N- 乙 酰 -二 茶 丙 酰 - 
tRNA 在 A 位 点 、 去 氨 酰 -tRNA 在 P 位 点 。 该 底 物 
准备 进行 移 位 ， 移 位 可 用 两 种 方法 测定 ， 一 是 分 析 
去 氮 酰 -tRNA 从 核糖 体 的 释放 ，Kaziro 及 同事 用 过 
滤 反 应 混合 物 分 析 了 tRNA 的 释放 ， 并 用 标记 的 
Phe 加 载 来 检测 滤液 中 tRNA 的 存在 。 第 二 种 分 析 
移 位 的 方法 是 检测 嘎 叭 霉 素 的 活性 。 只 要 移 位 一 发 
E, TE P 位 点 标记 的 二 肽 就 可 与 嘎 叭 父 素 结合 并 被 
释放 。 表 18. 5 表明 ，GTP 和 EF-G 单独 都 不 能 引起 
显著 的 移 位 ， 但 是 两 者 在 一 起 就 可 促进 移 位 ， 可 通 
过 测定 去 氨 酰 -tRNA 的 释放 而 得 知 。 


图 18. 24 用 于 测定 移 位 对 EF-G 和 GTP 依赖 性 
的 移 位 底 物 。Kaziro 及 同事 通过 将 N- 乙 酰 -二 其 
丙 酰 -tRNA 加 载 到 核糖 体 的 A 位 点 、 去 氨 酰 - 
tRNA 加 载 到 核糖 体 的 P 位 点 ， 构 建 了 移 位 底 物 。 
做 法 如 下 :， 先 将 核糖 体 和 poly (U) RNA 与 N- 
乙酰 -Phe tRNA 混合 ， 后 者 占据 P 位 点 。 然 后 加 
人 通常 的 占据 A 位 点 的 PhetRNA。 之 后 ， 肽 基 
转移 酶 形成 肽 键 ， 在 A 位 点 产生 NCR 
BE-tRNA, 在 了 位 点 产生 去 氨 酰 :RNA。 


在 移 位 过 程 的 哪 一 步 GTP 被 水 解 呢 ? 有 两 种 主 
要 的 可 能 性 : 模型 1 要 求 GTP 水 解 在 移 位 前 ， 模 型 


I StF GTP 水 解 在 移 位 后 。 基 于 实验 模型 II 的 假设 
曾经 较 受 偏爱 。 


表 18.5 EF-G 和 GIP 在 移 位 中 的 作用 


释放 的 tRNA 
添加 物 

pmol A 
实验 1 
无 0.8 
GTP 1.8 1.0 
EFG 24 1.6 
EF-G.GTP 12.6 11.8 
EF-G.GDPCP 7.5 6.7 
实验 2 
无 1.6 
EFG 1.5 0 
EF-G.GTP 5.1 3.5 
EF-G,GTP SEM 6.7 5.1 
EF-G.GDPCP 4.3 2.7 
EF-G,GDPCP Htt RIN 4.7 3.1 


Source; Inove-Yokosawa, N. „C, Ishikawa, and Y. Kazi- 
ro, The role of guanosine triphosphate in translocation reac- 
tion catalyzed by elongation factor G. Journal of Biological 
Chemistry 249:4322, 1974. Copyright © 1974, The Ameri- 
can Society for Biochemistry & Molecular Biology, Bethes- 
da, MD, Reprinted by permission. 


Kaziro 及 同事 用 GTP 的 不 可 水 解 类 似 物 GDPCP 
做 了 几 个 实验 。 如 果 移 位 之 前 不 需要 GTP, 那么 
GDPCP 应 该 像 天 然 GTP 那样 促进 移 位 ， 表 18. 5 表 
明 ，GDPCP 确实 产生 了 明显 的 移 位 ， 虽 然 没有 GTP 
多 。 但是， 研究 者 在 使 用 GDPCP 时 发 现 必须 添加 化 
学 等 量 〈 与 核糖 体 等 摩尔 ) 的 EF-G。 通 常 ， 翻 译 只 
需要 催化 量 的 EF-G， 因 为 EPG 可 以 反复 循环 。 但 
是 当 GTP 不 可 能 水 解 时 ， 如 采用 GDPCP， 循 环 就 不 
能 发 生 了 。 由 此 提示 GTP 水 解 的 功能 是 从 核糖 体 释 
HEFG, 使 EF-G 和 核糖 体 都 能 参加 下 一 轮 延伸 。 

实验 2 的 结果 在 表 18.5 的 下 半 部 分 ， 包 括 抗 生 
PARFUM (fusidic acid) 的 作用 效果 。 该 物质 阻 
断 GTP 水 解 后 EF-G 从 核糖 体 的 释放 。 正 常情 况 
下 ， 这 将 极 大 地 抑制 翻译 ， 因 为 仅 发 生 一 次 移 位 后 
就 中 断 了 翻译 过 程 。 但 是 在 该 实验 中 ， 各 种 处 理 都 
只 能 发 生 一 轮 移 位 ， 所 以 梭 链 孢 酸 没有 发 挥 作用 。 
Kazio RAB HS TTR, HOEK U 
分 析 移 位 ， 获 得 了 本 质 相 同 的 结果 。 他 们 还 用 GDP 
代替 GTP, RI GTP 不 支持 移 位 。 

Kaziro 及 同事 认为 GTP 水 解 不 是 移 位 所 绝对 需 
要 的 (虽然 确实 有 助 于 )， 因 此 他 们 推测 GTP 水 解 
一 定 在 移 位 之 后 。 但 是 他 们 的 分 析 需 要 花 几 分 钟 的 
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时 间 ， 远 远 长 于 移 位 发 生 所 需 的 毫秒 尺度 ， 因 而 不 
能 测定 GTP 水 解 和 移 位 ， 区 别 到 底 谁 先 发 生 。 为 了 
严格 回答 这 一 问题 ， 我 们 需要 做 动力 学 实验 (kine 
ic experiment) 测定 前 一 毫秒 到 下 一 毫秒 之 间 发 生 
的 事件 。1997 年 ，Wolfang Wintermeyer 及 同事 做 
了 这 种 动力 学 实验 ， 明 确 显示 GTP 水 解 非常 迅速 并 
且 在 移 位 之 前 发 生 。 

他 们 实验 计划 的 一 部 分 是 在 体外 用 荧光 标记 的 
肽 酰 -tRNA 加 载 到 移 位 前 核糖 体 的 A 位 点 ， 去 氨 
MARNA 加 载 到 移 位 前 核糖 体 的 P 位 点 。 然 后 加 入 
EF-G-GTP 立刻 测定 复合 物 的 荧光 强度 。 利 用 一 个 
停 流 装置 (stopped-flow apparatus) 使 在 毫秒 (ms) 
尺度 上 进行 这 种 动力 学 实验 成 为 可 能 。 该 装置 内 两 
个 或 更 多 的 溶液 同时 被 压 和 人 一 个 混合 室 中 ， 然 后 立 
刻 进 入 另 一 个 室 中 做 分 析 。 实 验 中 ， 混 合 的 时 间 仅 


仅 是 2ms， 出 现 初始 液 滴 后 ， 荧 光 强 度 迅 速 增加 ， 
如 图 18. 25a 的 红色 曲线 。 荧 光 强 度 的 增加 一 定 与 移 
位 有 关 ， 因 为 荧光 强度 被 两 个 阻 断 移 位 的 抗生素 紫 
霉 素 (viomycin) Al His # HK (thiostrepton) 所 
抑制 (PA 18. 25a). MMA GTP 的 移 位 比 加 入 不 可 水 
解 GTP 类 似 物 或 GDP 时 有 效 得 多 (图 18. 25b) 。 

接 下 来 ，Wintermeyer 及 同事 比较 了 GTP 水 解 
和 移 位 所 花 的 时 间 和 速度 ， 还 是 用 截留 装置 以 
[CeP]GTP 测定 GTP 的 水 解 。 这 一 次 ， 他 们 迅速 
将 放射 性 GTP 与 其 他 成 分 混合 ， 仅 几 毫 秒 之 后 将 混 
合 物 压 人 另 一 个 室内 ， 在 这 里 反应 被 高 氢 酸 盐 溶 液 
停止 。 用 液体 闪烁 计数 仪 测定 ”Pi 的 释放 ， 同 样 还 
是 用 荧光 的 增强 测定 移 位 。 图 18. 25c 显示 ，GTP 
水 解 先 发 生 ， 约 比 移 位 快 5 倍 。 因 此 ，Wintermeyer 
及 同事 得 出 结论 一 一 GTP 水 解 在 前 并 驱动 移 位 。 
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18.25 移 位 的 动力 学 。Wintermeyer 及 同事 用 截流 动力 学 实验 检测 移 位 。 用 荧光 标记 的 结合 在 A 位 上 
的 {Met-Phe-tRNAm™ 往 生物 的 相对 荧光 强度 对 时 间 (s) 作 图 ， 荧 光 强 度 的 增加 作为 移 位 的 测定 。(a) 抗 
生 素 的 抗 移 位 效果 如 下 : 红色 ， 无 抗生素 ; KE, KERK RE, MHELL, (b) GTP 类 似 物 的 影响 。 
将 下 列 GTP 类 似 物 加 入 移 位 反应 :红色 ，GTP; 蓝 色 ， 非 水 解 性 GTP 类 似 物 〈 非 活性 GTP); 绿色， 
GDP, (c) 测定 GTP 水 解 和 移 位 的 耗 时 。Wintermeyer 及 同事 利用 图 (a) Al (b) 中 的 截流 动力 学 实验 测 
定 了 移 位 反应 ， 同 时 测定 截流 器 中 从 GTP 上 释放 的 ?=P, 研 究 GTP 的 水 解 情况 。GTP 水 解 先 发 生 ， 其 速度 
比 移 位 快 5 ff. (Source; Adapted from (a) Rodnina, M.V., A. Savelsbergh，V.L Katunin，and 
W. Wintermeyer, Hydrolysis of GTP by elongation factor G drives tRNA movement on the ribosome. Na- 


ture 385 (2 Jan 1997) f.l, p.37. (b) f.l, p.37. (c) f.2, p. 38.) 


很 明显 ，EF-G 利用 GTP 水 解 所 释放 的 能 量 催 
化 移 位 过 程 。 这 是 否 意味 着 缺乏 EF-G 就 不 能 进行 
移 位 ? 实际 上 ， 某 些 体外 条 件 即使 缺乏 EF-G th ft 
许 一 定 的 移 位 。2003 年 ，Kurt Fredrick 和 Harry 
Noller 对 此 进行 了 目前 为 止 最 令 人 信服 的 研究 ， 证 
明 抗生素 稀 朴 酶 素 〈sparsomycin) 在 缺乏 EF-G 和 
GTP 时 ， 可 催化 移 位 。 这 一 发 现 说 明 ， 核 糖 体 自身 
即使 没有 EF-G 的 帮助 也 有 能 力 进行 移 位 ， 说 明 移 
位 所 需 的 能 量 储存 在 每 个 肽 键 形 成 后 的 核糖 体 、 
tRNA 和 mRNA 组 成 的 复合 物 中 。 

小 结 “ 尽 管 移 位 活性 看 起 来 是 核糖 体内 在 的 ， 
并 可 在 体外 无 EF-G 和 GTP 时 表现 出 来 ， 但 是 GTP 
和 EFG 是 移 位 所 需要 的 。 GIP 水 解 先 于 移 位 ， 并: 
显著 地 促进 移 位 。 对 新 一 轮 延 伸 的 开始 ，EFG 必须 
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依靠 GTP 水 解释 放 的 能 量 从 核糖 体 上 释放 出 来 。 


GTP 激酶 和 翻译 


我 们 已 经 看 到 两 个 蛋白 质 EF-Tu 和 EF-G 利用 
GTP 水 解 来 驱动 翻译 延伸 过 程 重要 步 又 的 例子 。 在 
第 17 章 我 们 也 了 解 到 IF2 在 起 始 阶段 起 着 相似 的 作 
用 . 在 本 章 的 最 后 ,我们 将 了 解 到 另 一 个 因子 
(RF3) 在 翻译 终止 时 起 相同 的 作用 。 

那么 所 有 这 些 过 程 有 什么 共同 点 呢 ? 它们 都 是 
依靠 GTP 的 能 量 来 驱动 对 翻译 过 程 非常 重要 的 分 子 
运动 。IF2 和 EF-Tu 都 能 将 氨 酰 -tRNA 带 到 核糖 体 
上 [IF2 转运 起 始 氨 酰 -tRNA ({Met-tRNAM) 到 核 
SHAR PALA. M EF-Tu 将 延长 的 氨 酰 -tRNA 转运 
到 核糖 体 的 A 位 点 ]。EF-G 引发 移 位 ， 其 中 mRNA 


和 肽 酰 -tRNA 从 核糖 体 的 A 位 移 到 了 位 。RF3 帮助 
催化 终止 ， 其 中 连接 完成 的 多 肽 与 TRNA 之 间 的 肽 
键 断 开 ， 多 肽 从 核糖 体 释放 .。 


图 18.26 一 般 化 的 G 蛋白 循环 。 在 顶部 
的 G 蛋白 (三 角形 ) 处 于 不 与 GDP 或 
GTP 结合 的 游离 态 。 这 种 状态 一 般 是 短 
暂 的 。(a) GTP 与 G 蛋白 结合 ， 改 变 其 
构象 (ERA) 从 而 激活 G 蛋白 。 
(b) GTP 酶 活化 蛋白 (GAP) 激活 了 G 
蛋白 内 在 的 GTP 酶 活性 ， 使 其 将 GTP 
水 解 成 GDP。 由 此 导致 蛋白 质 构象 再 次 
发 生变 化 ， 以 方形 表示 ,使 G 蛋白 失 活 。 
O SUR BT RC th EAA G 蛋白 上 
移 开 GDP， 使 其 变 回 原来 的 游离 状态 ， 
等 待 接受 另 一 个 GTP。 


失 活 的 


1.G 蛋白 是 GDP- 结 合 蛋白 和 GTP- 结 合 蛋白 。 
GRAM “G” RAF “SHORT”. 

2.G 蛋白 在 3 种 构象 之 间 循环 ， 取 决 于 是 否 结 
合 GDP、GTP， 或 不 结合 核 苔 酸 ， 并 且 这 些 构象 状 
态 决 定 它们 的 活性 。 

3.G 蛋白 与 GTP 结合 后 才 被 活化 行使 功能 。 

4.G 蛋白 具有 内 在 的 GTP 酶 活性 。 

5.G RAM GTP 酶 活性 被 GTP 酶 活化 蛋白 
(GTPase activator protein, GAP) 激发 。 

6. 当 GAP 激发 G HAM GTP RATER, G 蛋 
白 将 自己 所 结合 的 GTP 降解 成 GDP， 并 使 自身 
失 活 。 

7.G EARS Me BHM IRMRA (guanine 
nucleotide exchange protein) 重新 激活 ， 该 因子 从 失 
活 的 G 蛋白 上 除去 GDP， 人 允许 另 一 分 子 GTP 结合 。 
鸟 味 叭 核 华 酸 交换 蛋白 会 立刻 令 人 想到 EF-Ts。 我 
们 已 经 知道 EF-Ts 对 于 用 GTP 替代 EF-Tu 上 的 
GDP 至 关 重 要 。 

由 于 所 有 参与 蛋白 质 翻 译 的 G 蛋白 的 GTP 酶 
活性 都 受 核糖 体 激发 ， 因 此 ， 可 以 预测 所 有 这 些 G 
蛋白 的 GAP 应 该 是 位 于 核糖 体 的 某 个 〈 些 ) 位 点 上 
的 一 个 或 几 个 蛋白 质 。 实 际 上 ， 在 核糖 体 上 已 经 发 
现 了 一 组 核糖 体 蛋白 和 部 分 rRNA， 合 起 来 称 作 
GTPase 相关 位 点 (GTPase-associated site) 或 GT- 
Pase tits (GTPase center)。 由 核糖 体 蛋 白 LI 及 
23S rRNA 组 成 ，L11 ERI EEA L10 和 L12 的 
复合 物 。 


(c) SRD Be 
J O exe 


lille 


所 有 这 些 因 子 都 属于 一 大 类 有 蛋白质， 叫做 GH 
Á (G protein) ， 该 类 蛋白 质 行使 范围 很 广 的 细胞 功 
能 。 大 多 数 G 蛋白 都 具有 以 下 特点 (图 18. 26), 


失 活 的 


Oe 


激活 的 


GTP 酶 活化 蛋白 


小 结 儿 个 翻译 因子 利用 GTP 的 能 量 来 催 
化 分 子 运 动 。 这 些 因 子 属于 庞大 的 由 GTP 激活 
的 G 蛋白 家 族 ， 它 们 自身 具有 可 被 外 部 因子 
(GAP) 激活 的 GTP 酶 活性 。 当 它们 将 自身 的 
GTP 降解 成 GDP 时 就 失去 活性 ， 而 另外 一 个 外 
部 因子 (5 WHS Be EF RAE RH) 用 GTP 替代 
GDP 可 以 使 之 重新 激活 。 


EF-Tu 和 EF-G 的 结构 


如 果 EF-Tu 和 EF-G 确实 结合 在 核糖 体 的 相同 
GTPase 活性 位 点 ， 那 么 它们 应 该 有 相似 的 结构 ， 就 
像 同一 把 锁 的 两 把 钥匙 必须 有 相同 的 形状 。 对 它们 的 
X 射线 晶体 图 分 析 表 明 事实 正 是 如 此 :， EF-Tu-tRNA- 
GTP 三 元 复合 物 具有 与 EF-G-GTP 二 元 复合 物 非常 
相似 的 形状 。 这 是 合理 的 ， 因 为 EF-Tu 与 tRNA 及 
了 元 复合 物 形式 结合 在 核糖 体 上 ， 而 EF-G 只 
元 复合 物 形 式 结合 在 核糖 体 上 。 为 避免 
GTP 水 解 ， 实 验 者 利用 非 水 解 性 的 GTP 类 似 物 ， 在 
EFG 中 是 GDPP，EF-Tu-tRNA 中 是 GDPNP, 

图 18. 27 描述 了 这 两 个 复合 物 的 三 维 结构 。 可 以 
看 到 EF-G 和 蛋白 的 下 部 〈 红 色 ， 右 边 ) 与 EF-Tu 三 元 
复合 物 中 tRNA (红色 ， 左 边 ) 部 分 非常 相似 ,由 此 
使 两 个 复合 物 都 能 结合 或 靠近 核糖 体 的 同一 位 点 。 

其 他 两 个 翻译 因子 也 有 核糖 体 依赖 性 GTP 酶 活 
性 : 原核 生物 的 起 始 因子 IF2 (第 17 章 ) 和 RF3 终 
止 因子 〈 本 章 后 面 )。 由 于 它们 也 依赖 于 核 精 体 上 的 
GTP 酶 活性 中 心 ， 因 此 可 以 预测 它们 在 结构 上 至 少 
部 分 地 与 图 18. 27 所 示 的 两 个 复合 物 结构 相似 。 
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图 18.27 EF-TwtRNA-GDPNP 三 元 复合 物 ( 左 ) 
和 EF-G-GDP 二 元 复合 物 ( 右 ) 
三 元 复合 物 的 tRNA 部 分 和 二 元 复合 物 的 相应 部 
位 用 红色 标 出 。 


另外 ， 如 果 EF-G 和 IF2 结合 核糖 体 的 相同 
GTPase 中 心 ， 可 以 推测 它们 会 竞争 对 该 位 点 的 结 
合 。2002 年 ，Albert Dahlberg 及 同事 证 明 IF2 确实 
与 EF-G 竞争 对 核糖 体 的 结合 。 还 有 ， 能 结合 GT- 
Pase 中 心 的 抗生素 硫 链 丝 菌 肽 和 微 球菌 素 《micro- 
coccin) 也 能 干扰 EF-G 和 IF2 在 此 处 的 结合 ， 因 此 
IF2、EF-G、EF-Tu， 可 能 还 有 RF3 都 结合 在 至 少 
是 重合 的 核糖 体 的 GTPase 中 心 。 
iE 
EF-G-GDP = 
晶体 图 分 析 确定 。 正 如 预期 的 ， 它 们 非常 相似 。 


18.4 翻译 的 终止 


延伸 循环 不 断 重复 ， 每 次 在 多 肽 链 上 加 入 一 个 
新 的 氨基 酸 。 最 后 ， 核 糖 体 过 到 终止 密码 子 ， 效 得 
信号 ， 这 是 翻译 的 最 后 一 步 一 一 终止 。 


终止 密码 子 


BTR IEF RRB BF, amber co- 
don) 是 Seymour BenzerH 和 Sewell Champe F 1962 
年 在 TA 噬菌体 的 条 件 突变 中 发 现 的 。 琥 珀 突变 的 
条 件 性 在 于 突变 的 噬菌体 不 能 在 野生 型 已 coli 中 复 
制 ， 但 可 以 在 抑制 子 (suppressor) 突变 菌株 中 复 
制 。E. coli 碱 性 磷酸 酶 基因 的 某 些 突变 也 受 这 种 抑 
制 性 菌株 的 抑制 ， 说 明 碱 性 磷酸 酶 基因 的 突变 也 属 
于 琥珀 突变 Camber mutation). RMA ABA 
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突变 产生 了 终止 密码 子 ， 造 成 翻译 提前 结束 ， 产 生 
不 完全 的 蛋白 质 。 这 个 结论 的 证 据 是 什么 呢 ? 

首先 ， 琥 珀 突变 具有 严重 后 果 。 通 常 的 错 义 突 
变 (missense mutation) 最 多 只 改变 蛋白 质 的 一 个 
氨基 酸 ， 也 可 能 不 会 对 蛋白 质 的 功能 产生 影响 ， 即 
使 蛋白 质 失 活 ， 通 常 还 可 用 抗体 检测 到 其 存在 。 相 
反 ， 下 .coli 碱 性 磷酸 酶 基因 的 琥珀 突变 菌株 无 法 检 
测 到 碱 性 磷酸 酶 活性 或 蛋白 质 。 这 一 现象 符合 琥珀 
突变 引起 碱 性 磷酸 酶 翻译 提前 终止 的 假说 ， 所 以 没 
有 发 现 全 长 蛋白 质 。 

Benzer 和 Champe 进行 的 遗传 学 实验 进一步 验 
证 了 这 一 假说 ,他 们 在 T4 噬菌体 的 rA 和 xIIB 
基因 间 删 除了 一 段 序列 ， 将 两 个 基因 融合 在 一 起 ， 
见 图 18. 28。 了 融合 基因 产生 的 融合 蛋白 具有 B 活 性， 
没有 A 活性 。 接 着 他 们 在 融合 基因 的 rA 区 引入 
RARE, KARET rJIB 活性 ， 而 琥珀 突变 抑 
制 子 又 能 去 除 这 种 阻 断 作用 。A 顺 反 子 中 的 突变 如 
何 能 抑制 B 顺 反 子 的 表达 ? 它们 哪个 位 于 下 游 呢 ? 
很 明显 ， 琥 珀 突变 终止 翻译 可 以 解释 这 一 现象 。 如 
果 翻 译 在 琥珀 密码 子 处 停止 ， 忆 顺 反 子 就 不 可 能 翻 
译 。 根 据 这 个 推测 ， 琥 珀 突变 抑制 子 克服 了 璃 珀 突 
变 处 的 翻译 终止 ， 使 翻译 继续 进行 到 B 顺 反 子 处 。 

Brenner 等 通过 对 T4 噬菌体 头 部 蛋白 基因 的 研 
究 ， 获 得 了 更 多 证 明 琥珀 突变 作为 翻译 终止 子 的 直 
接 证 据 。 当 T4 RERNE. coli B 后 ， 头 部 蛋白 在 
感染 后 期 占 到 总 蛋白 质 的 50% 以上， 很 容易 被 纯 
化 . 研究 人 员 将 琥珀 突变 引入 头 部 蛋白 基因 后 ， 很 
难 从 感染 细胞 中 分 离 出 完整 的 头 部 蛋白 ， 只 能 分 离 
出 一 些 头 部 蛋白 的 片段 。 胰 蛋白 酶 消化 这 些 片段 得 
到 肽 段 ， 经 鉴定 为 N HOKE. Aue, BER ge ae AY 
头 部 蛋白 质 基因 产物 都 是 N 端 蛋 白质 片段 。 因 为 翻 
译 起 始 于 蛋白 质 的 氨基 端 ， 这 个 实验 证 明 玻 珀 突变 
引起 翻译 在 达到 羧基 端 之 前 就 终止 了 。 

琥珀 突变 定义 了 一 个 翻译 终止 密码 子 ， 而 另外 
两 个 终止 密码 子 也 具有 相似 的 彩色 名 字 ， ME 
Cochre) 和 卵 白石 “opal) 。 赭 石 突变 最 初 是 通过 不 被 
琥珀 突变 抑制 子 Camber suppressor) 抑制 而 鉴定 出 
的 ， 它 们 有 自己 的 赭石 抑制 子 〈ochre suppressor). 
AW, AA ELBA BMF Copal sup- 
pressor) 抑制 。 

由 于 焉 珀 突变 是 由 导致 错 义 突变 的 突变 剂 产生 
的 ， 我 们 怀疑 这 些 突变 是 由 普通 密码 子 的 单 碱 基 改 
变 而 形成 的 终止 密码 子 。 已 知 遗 传 密码 中 只 有 3 个 
不 编码 氨基 酸 的 密码 子 : UAG、UAA 和 UGA, 假 
定 它们 就 是 终止 密码 子 ， 那 么 对 目前 所 观察 到 的 结 
果 最 简单 的 解释 就 是 其 中 一 个 是 琥珀 密码 子 〈amber 
codon) 、 一 个 是 赭石 密码 子 〈ochre codon) 、 一 个 是 


A 和 B 活 性 


B 活性 


无 活性 


B 活 性 


图 18. 28 ”融合 基因 中 琥珀 突变 的 影响 。Benzer 和 Champe 删除 了 括号 部 分 的 DNA, 使 rTIA 和 rlIB 
硕 反 子 融 合 。 这 个 融合 基因 的 表达 产物 具 B 活 性 , 但 没有 A 活性 。 在 A 顺 反 子 中 的 琥珀 突变 使 B 活 
性 失去 ， 这 种 失 活 又 可 通过 将 融合 基因 转 人 琥珀 抑制 性 菌株 〈 瑟 coil CR63) 而 人 恢复。 琥珀 突变 使 A 
顺 反 子 的 翻译 提前 终止 ， 而 琉 珀 抑制 子 阻止 这 一 终止 ， 使 融合 蛋白 的 也 部 分 得 以 表达 。 


ABBGF Copal codon)， 但 它们 的 对 应 关系 是 
什么 呢 ? 

1965 年 ，Martin Weigert 和 Alan Garen 不 通过 
DNA 或 RNA 测序 而 是 蛋白 质 测序 回答 了 这 个 问 
题 。 他 们 研究 了 E. coli 碱 性 磷酸 酶 基因 一 个 位 点 的 
琥珀 突变 ， 在 野生 型 细胞 中 这 个 位 点 是 色 氨 酸 ， 其 
唯一 密码 子 是 UGG。 因 为 琥珀 突变 始 于 单 碱 基 改 
变 ， 我 们 也 知道 现 珀 密码 子 是 通过 单 碱 基 改 变 与 
UGG 相关 的 ， 要 找 出 是 哪个 碱 基 发 生 了 改变 ， 
Weigert 和 Garen 将 几 个 不 同 回复 突变 子 插入 这 个 位 
点 ,然后 测定 氨基 酸 序列 。 回 复 突变 子 应 该 是 正 珀 
密码 子 的 单 碱 基 改 变 产 生 的 ， 其 中 一 些 在 关键 位 点 
上 是 色 氨 酸 ， 但 大 多 数 是 其 他 氨基 酸 ， 如 丝氨酸 、 
MAR EAM, BAR, BARRARA. 
这 些 氨基 酸 可 以 很 好 地 替代 色 氨 酸 ， 产 生 碱 性 磷酸 
酶 活性 。 我 们 的 难题 是 要 推出 一 个 密码 子 ， 其 单 碱 
基 改变 至 少 要 对 应 这 些 氨基 酸 中 的 一 种 ， 包 括 色 氨 
酸 。 图 18. 29 证 明 UAG 是 问题 的 答案 ， 因 此 ， 这 
个 密码 子 一 定 是 开 珀 密码 子 。 

按照 相同 的 逻辑 ， 包 括 琥珀 突变 体 可 通过 单 碱 
基 改 变 而 突变 为 赭石 突变 体 这 一 现象 ，Sydney 
Brenner 及 同事 推断 赭石 密码 子 一 定 是 UAA。Seve- 
ro Ochoa 及 同事 证 实 UAA 是 一 个 终止 信号 ， 他 们 
用 合成 的 信使 AUGUUUUAAA. 来 指导 二 肽 Met 
Phe 的 合成 和 释放 (AUG 编码 {Met，UUU 编码 
Phe, UAA 则 是 终止 信号 )。 由 于 UAG 和 UAA 4} 
别 是 恼 珀 密码 子 和 赭石 密码 子 ， 通 过 排除 法 可 知 
UGA 一 定 是 卵 白石 密码 子 。 现 在 ， 我 们 有 了 数 千 个 
基因 的 碱 基 序列 ， 足 以 清楚 地 看 出 这 3 个 密码 子 确 
实 是 作为 终止 信号 的 。 有 时 甚至 可 以 发 现 两 个 终止 
密码 子 并 列 在 一 起 (如 UAAUAG)， 这 提供 了 一 个 


Trp (野生 型 ) 


图 18.29 琥珀 密码 子 是 UAG。 现 珀 密码 子 由 色 氮 
酸 密码 子 (UGG) 单 碱 基 突变 而 来 。 下 列 氨基 酸 
蔡 代 色 氨 酸 使 基因 回复 到 功能 状态 ， 丝氨酸 、 酷 
RM. HAM, FAM, AMERMAR K 
红色 表示 在 所 有 这 些 回复 突变 子 中 被 改变 的 单个 
碱 基 ， 包 括 编码 色 氨 酸 的 野生 型 回复 突变 子 。 


故障 保护 终止 信号 ， 即 使 一 个 终止 密码 子 被 抑制 ， 
终止 也 能 实现 。 

小 结 ”mRNA SFPA, MARAT 
突变 分 别 产生 UAG, UAA 和 UGA 3 个 终止 密 
码 子 ， 因 此 造成 肽 链 翻 译 的 提前 终止 。 这 3 个 密 
码 子 也 是 mRNA 编码 区 未 端的 正常 终止 信号 。 


终止 密码 子 的 抑制 


抑制 子 如 何 克 服 未 成 熟 终 止 信号 的 致死 效应 呢 ? 
1965 年 ，Mario Capecchi 和 Gary Gussin iE BYE. coli 
抑制 子 菌株 的 tRNA 能 抑制 R17 OB KAFE F 
WORE, Hub tRNA 鉴定 为 抑制 分 子 ， 但 它 
是 如 何 起 作用 的 呢 ? Brenner 及 同事 在 对 抑制 子 tR- 
NA 测序 时 发 现 了 答案 。 他 们 将 吾 珀 抑制 子 tRNA 
的 基因 导入 $80 噬菌体 ， 并 用 该 重组 噬菌体 感染 在 
lacZ ALA BREE. coli。 由 于 抑制 子 tRNA 
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的 存在 ， 被 感染 细胞 通过 插 人 一 个 酷 氨 酸 来 替代 终 
止 ， 抑 制 了 琥珀 突变 。 当 Brenner 及 同事 测序 这 个 
抑制 子 tRNA 时 ， 发 现 只 有 一 个 碱 基 不 同 于 野生 型 
的 tRNA™: 反 密码 子 的 第 一 个 碱 基 由 GEN C, 
如 图 18. 30 所 示 。 


-OH 


A 
C 
C 


C. 

@ 
图 18.30 野生 型 E.coli 的 tRNA™ 和 
E.coli 政 珀 突变 抑制 子 tRNA 的 序列 比 
Be IER tRNA 中 的 G" ， 被 抑制 子 
tRNA 中 的 C 所 取代 。( Source: Adapted 
from Goodman, H.M., J. Abelson, 
A. Landy, S. Brenner, and J.D. Smith, 
Amber suppression: A nucleotide change 
in the anticodon of a tyrosine transfer 
RNA. Nature 217; 1021, 1968.) 


图 18. 31 说 明了 这 种 改变 的 tRNA 是 如 何 抑制 
焉 珀 密码 子 的 。 我 们 从 编码 谷 氨 酰胺 (Gin) 的 密码 
子 CAG 开始 ， 它 与 tRNA 上 的 反 义 密码 子 3 
GUC-5' 配 对 。 假 设 CAG 密码 子 突变 成 UAG， 那 么 
就 不 再 与 tRNA 配对， 而 是 吸引 终止 机 器 停止 翻 
译 。 现 在 , 第 二 个 突变 在 tRNA™ 上 的 反 密码 子 发 
Æ, 由 AUG 变 为 AUC (同样 按 3' 一 5' 阅 读 )。 这 个 
新 产生 的 tRNA 是 个 抑制 子 tRNA， 其 反 密码 子 与 

琥珀 密码 子 UAG 互补 ， 能 与 UAG 终止 密码 子 配对 
并 且 把 酷 氨 酸 插入 到 延伸 的 肽 链 上 ， 使 核糖 体 通过 
终止 密码 子 而 不 终止 翻译 。 

小 结 ” 大 部 分 抑制 子 tRNA 具有 改变 的 反 密 
码 子 ， 能 够 识别 终止 密码 子 ， 通 过 插 人 一 个 氨基 
酸 允许 核糖 体 通过 终止 密码 子 移动 到 下 一 个 密码 
子 而 阻止 终止 。 
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释放 因子 

由 于 终止 密码 子 和 普通 的 密码 子 一 样 都 是 三 联 
体 ， 我 们 可 能 期 望 这 些 终止 密码 子 会 像 其 他 密码 子 
那样 被 tRNA 解码 。 但 是 1967 年 Mario Capecchi 证 
明 , 终止 密码 子 不 能 常规 性 地 被 tRNA 识别 ,而 是 
由 称 为 释放 因子 release factor, RF) 的 蛋白 质 所 
识别 。 他 设计 了 以 下 实验 来 鉴定 释放 因子 (图 
18. 32)， 用 E.coli 核糖 体 加 R17 噬菌体 mRNA, 将 
其 外 壳 顺 反 子 的 第 7 个 密码 子 突变 为 UAG M), 
ETRE FZ ME AR ACC, HK 
糖 体 与 mRNA EXD RAE FICHE PT MEE 
DER, IFES RRS I. PR RE 
有 五 肽 的 核糖 体 ， 把 它们 放 和 人 只 含 EF-Tu, EF-G 
(与 核糖 体 结合 的 ) 和 [C] Thr-tRNA 的 系统 中 ， 
核糖 体 将 带 有 标记 的 苏 氨 酸 整合 到 肽 段 上 ,在 了 位 
点 产生 一 个 带 标记 的 六 肽 ， 准 备 好 释放 。 为 找到 释 
HAF, Capecchi 不 断 添加 核糖 体 的 上 清 液 组 分 ， 
直到 标记 的 多 肽 被 释放 。 最 终 ， 他 发 现 了 这 个 因子 ， 
并 将 其 称 为 释放 因子 (RF), RF 是 一 种 蛋白 质 而 不 
d& tRNA, 

Nirenberg 及 同事 设计 了 一 种 更 简单 的 技术 (图 
18. 33) ,该 方法 是 在 本 章 前 面 介绍 过 的 他 们 鉴定 密 
码 子 方法 的 翻版 。 他 们 用 核糖 体 、 三 联 体 AUG 和 
DH] fMet-tRNA(* 构 成 三 元 复合 物 。 起 始 密码 子 
和 氨 酰 -tRNA 结合 在 复合 物 的 P 位 点 ， 所 以 标记 的 
氨基 酸 等 待 释放 。 将 复合 物 与 释放 因子 的 粗 提 物 及 
任 一 终止 密码 子 (UAG, UAA 或 UGA) 一 起 培 
养 ， 使 标记 的 Met 释放 。 在 分 析 中 ， 终 止 的 三 核 苷 
酸 进 入 A 位 点 ， 并 且 如 有 合适 的 释放 因子 ， 就 下 令 
释放 。 表 18. 6 显示 ， 释 放 因子 1 (RFI) 与 终止 密 
码 子 UAA 和 UAG 合作 ， 引 起 (Met 的 释放 ， 而 释 
放 因子 2 (RF2) 与 UAA 和 UGA 合作 。 接 下 来 的 
研究 显示 ，UAA 或 UAG 能 够 指导 纯化 的 RF1 对 核 
糖 体 的 结合 ， 而 UAA 或 UGA 指导 RF2 的 结合 。 
这 进一步 说 明 ， 这 些 RF 能 够 识别 特定 的 翻译 终止 
信和 号。 第 三 个 释放 因子 (RF3) 是 一 个 核糖 体 依赖 
性 GTPase， 结 合 GTP 并 帮助 其 他 两 个 释放 因子 结 
合 到 核糖 体 上 。 基 于 EF-G 对 结合 了 tRNA 的 EF- 
Tu 结构 的 模仿 ，Jens Nyborg 及 同事 推测 RF3 的 结 
构 应 该 与 EF-Tu-tRNA-GTP 三 元 复合 物 的 蛋白 质 部 
分 类 似 ， 而 RF1 和 RF2 应 模仿 tRNA 的 结构 。RF1 
和 RF2 与 tRNA 竞争 核糖 体 上 的 结合 位 点 ， 像 
tRNA 那样 识别 密码 子 ， 并 且 与 tRNA 大 小 相似 ， 这 
些 事实 都 与 该 假设 一 致 


图 18.31 抑制 机 制 。 6 
上 图 : 野生 型 E.coli 基 原 密码 子 : UN es =: Gin 

因 中 最 初 的 密码 子 是 Jex 

CAG, 可 以 被 tRNA%” 

识别 。 中 图 : 这 个 密码 办 人 

子 突变 为 UAG， 可 被 

野生 型 E.coli 翻译 为 终 Tyr 

止 密码 子 。tRNA™ 的 

反 密 码 子 (AUG), 不 

Pe. E 

图 : AERA ESE RE: AUG — (终止 ) 


有 突变 的 酷 氨 酸 tRNA, 
反 密 码 子 AUG 突变 为 


AUC, 这 个 改变 的 反 密 

码 子 能 识别 琥珀 密码 子 

并 引起 酷 氨 酸 〈 灰 色 ) © 
插入 而 不 是 终止 。 


在 抑制 型 菌株 翻译 : VAG 一 一 一 


Tyr 


-一 AUG 一 一 一 一 一 ACC 
(a) “| 核糖 体 + 氨基 酸 ( 苏 氨 酸 ) 


AUG ACC, 

图 18.32 释放 因子 检测 。Capecchi 以 突 

变 的 R17 噬菌体 mRNA 开始 其 UAG 终 
分 离 复合 物 ， 与 EF-Tu 止 密码 子 〈 蓝 色 ) 跟 在 第 6 个 编码 苏 氨 
ibe eared 酸 的 密码 子 ACC 之 后 。(a) 加 入 除 苏 氨 
酸 之 外 含 所 有 氨基 酸 的 翻译 系统 ， 这 样 
允许 一 个 五 肽 的 合成 《绿色 );，《〈b) 分 离 
复合 物 并 和 EF-Tu, ["C] ThrtRNA 共 
SH. ERPs [C] RAM GT 
色 ) 的 六 肽 ， 准 备 释放 。〈c) 最后， 加 


人 含 释 放 因子 的 上 清 组 分 ， 释放 标记 的 
o | 姻 入 上 消 组 分 六 肘 。 


— ~ aai 


(b) 


AUG 


— AUG 
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UAA 或 UAG 
+RF1 


表 18.6 RFI 和 RF2 对 终止 密码 子 的 响应 
下 列 条 件 时 pmol[3H]fMer 


添加 物 


的 释放 
itis 0. 012mol/L 0. 030mol/L 
PAF Me Me 
RF} 无 0.12 0.15 
RFI UAA 0.47 0. 86 
RFL UAG 0.53 1.20 
RFI UGA 0.08 0.10 
RF2 * 0.02 0.14 
RF2 UAA 0.22 0.77 
RF2 UAG 0.02 0.14 
RF2 UGA 0.33 1.08 


Source: From “Release Factors Differing in Specificity 
for Terminator codons,” by W. Scolnick, R. Tompkins, T. 
Caskey, and M. Nirenberg, Proceedings of the National 
Academy of Sciences, USA, 61: 772, 1968. Reprinted with 
permission of the authors. 


那么 真 核 生物 的 释放 因子 又 是 怎样 的 呢 ? 第 一 
个 真 核 释 放 因 子 (eRF) 于 1971 年 通过 与 Nirenberg 
相似 的 方法 被 发 现 。1994 年 ，Lev Kisselev 小 组 仍 
然 利用 Nirenberg 的 方法 最 终 纯化 了 eRF， 且 成 功 地 
克隆 和 测序 了 eRF 基因 。 克 隆 和 测序 基因 采用 广泛 
使 用 的 方法 。 采 用 与 Nirenberg 相似 的 方法 通过 检 
测 fMet 的 释放 来 测定 eRF， 该 小 组 纯化 出 的 有 活性 
eRF 在 SDS-PAGE 电泳 图 谱 上 只 出 现 一 条 主 带 ， 然 
后 用 双向 电泳 将 其 与 其 他 蛋白 质 分 离 。 切 下 含 eRF 
的 胶 ， 并 用 胰 蛋 白 酶 消化 ， 对 其 中 4 个 水 解 肽 段 进 
行 微 测序 〈microsequencing)。 所 得 序列 与 人 、 非 洲 
爪 蟾 、 酵 母 、 拟 南 芥 蛋 白质 序列 高 度 相似 。 因 此 ， 
可 以 用 已 克隆 的 Xenopus 基因 (C11) 作为 探 针 从 
人 cDNA 文库 中 寻找 相应 基因 。 为 证 实 克隆 的 Xe- 
nopus 基因 (C11) 和 人 基因 (TB3-3) 具有 eRF 活 
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UAA R UGA 
+RF2 


Œ 18.33 Nirenberg 对 释放 因子 的 分 
Bro Nirenberg 在 核糖 体 的 P 位 点 加 载 
起 始 密 码 子 AUG 和 PH] fMet- 
tRNAM 。 然 后 加 入 一 个 终止 密码 子 和 
一 个 释放 因子 ， 释 放出 标记 的 fMet。 
(a) RF-1 UAA 或 UAG 作用 
(b) RF-2 与 UAA 或 UGA 作用 。 


性 ， 他 们 在 细菌 或 酵母 中 表达 了 这 些 基 因 ， 并 用 四 
核 背 酸 〈 其 中 有 些 包含 终止 密码 子 ) 的 fMet 释放 实 
验 进行 检测 。 表 18. 7 显示 两 种 蛋白 质 在 有 终止 密码 
子 情况 下 ， 都 能 从 核糖 体 上 释放 Met, Xenopus 蛋白 
表达 时 带 有 寡 聚 组 氨 酸 标签 ， 因 此 以 带 有 组 氨 酸 标签 
的 不 相关 蛋白 质 作 为 阴性 对 照 。 结 果 发 现 ， 用 抗 C11 
的 抗体 可 以 阻 断 其 释放 因子 的 活性 ， 但 不 相关 抗体 
CantrEg5) 不 能 。 

表 18.7 显示 ，eRF 能 识别 全 部 3 个 终止 密码 
子 ， 而 不 像 原核 细胞 的 两 种 释放 因子 都 只 能 识别 2 
个 。 那么 eRF 也 像 原核 细胞 RF) 和 RF2 一 样 ， 与 G 


表 18.7 纯化 的 非洲 爪 蟾 CL 和 
人 TB3-1 的 多 肽 释放 活性 


使 用 的 四 释放 的 {[2S] 
a HIM  Met/pmol 

带 组 氨 酸 标签 的 Cl1 UAAA 0.38 
UGAA 0.39 
UAGA 0.35 
poly(A.G.U) 0.28 
UGGA 0 

带 组 氨 酸 标签 的 人 proty- UAAA 0 

mosine 

带 组 氨 酸 标签 的 HIV UAAA 0 

反 转 录 酶 TB3-1 UAAA 0. 20 
UGAA 0. 23, 
UAGA 0.17 
UGGA 0 


Source: Adapted from Frolova, L. , X. Le Goff, H, H. 
Rasmussen, S Cheperegin, G. Drogeon, M. Kress, I. Arman, 
A. L. Haenni, J. E. Celis, M. Philippe, J. Justesen, and L. 
Kisseler, A highly conserved eukaryotic protein family pos- 
sessing properties of polypeptide chain release factor, Nature 
372:701,1994. 


蛋白 协作 吗 ? 1995 4Æ, Michel Philippe 及 同事 得 出 
了 肯定 的 答案 。 他 们 在 X. laevis 细胞 中 发 现 了 一 种 
与 原核 释放 因子 RF3 相对 应 的 真 核 释放 因子 eRF3。 
eRF3 家 族 的 另 一 成 员 ， 酵 母 Sup35 蛋白 有 一 个 鸟 味 
聆 核 苷 酸 结合 结构 域 ， 其 对 酵母 生长 是 必需 的 。 因 
此 ， 真 核 细胞 中 包含 两 种 释放 因子 一 eRF〈 重 命 
名 为 eRF1) 和 eRF3。eRF1 具有 与 RF1 和 RF2 相 
同 的 作用 ，eRF3 与 细菌 RF3 的 作用 相同 。 

David Barford 及 同事 获得 了 eRF1 的 晶体 结构 ， 


图 18.34 eREI 结构 模拟 图 。 人 eRF1 和 酵母 
tRNA 晶体 结构 比较 ，eRF1 的 1、2、3 结构 
域 的 位 置 分 别 与 tRNA 的 反 义 密码 子 环 、 氨 基 
ME CEE) 和 T 臂 相对 应 。eRF1 的 GGQ 
结构 与 氨 酰 -tRNA 上 酰基 化 基 团 处 于 相似 的 位 
置 ， 因 此 能 够 参与 邻近 的 核糖 体 P fi BK t- 
tRNA 上 的 tRNA 和 多 肽 之 间 的 酯 键 水 解 。 
(Source: Song, H.P., Mugnier, A.K.Das, 
H. M. Webb, D.R. Evans, M. F. Tuite, B. A. 
Hemmings, and D. Barford, The crystal struc- 
ture of human eukaryotic release factor eRF1- 
mechanism of stop codon recognition and pepti- 
dyHtRNA hydrolysis. Cell 100 (4 Feb 2000) 
{. 6, p.318. Reprinted by permission of Elsevier 
Science. ) 


值得 注意 的 是 ，Nakamura 及 同事 发 现 ，eRF1 
上 的 类 反 义 密码 子 基 序 (anticodon-like motif) 与 早 
先 Yoshikazu Nakamura 及 同事 鉴定 的 RF1 和 RF2 
上 的 相应 基 序 完全 不 同 ， 这 种 差异 性 与 eRF1 的 序 
列 不 同 于 RF1 或 RF2 (BRT Gly-Gly-Gln 基 序 ) 是 
一 致 的 ， 尽 管 原核 释放 因子 之 间 都 非常 类 似 。 因 此 ， 
真 核 细胞 〈 及 古 菌 ) 和 原核 细胞 的 释放 因子 可 能 具 
有 不 同 的 起 源 ， 并 且 由 此 进化 出 识别 终止 密码 子 的 
不 同方 式 。 

此 外 ， 虽 然 RF2 的 晶体 结构 与 tRNA 极其 相似 
《甚至 比 eRF 与 tRNA 的 相似 程度 还 高 )， 负 责 转换 
终止 密码 子 特异 性 (UAG 对 UGA) MHS RRA 
远离 该 分 子 在 结构 上 模仿 tRNA 反 密 码 子 的 部 位 。 
因此 ， 如 果 RF2 分 子 如 其 结构 所 提示 的 那样 进入 核 
糖 体 的 A 位 点 ， 则 三 核 苷 酸 就 不 能 通过 直接 识别 终 
止 子 来 蔡 换 反 密码 子 。 还 有 ， 现 在 甚至 还 不 清楚 
RF2 是 否 能 够 如 其 类 tRNA 结构 所 提示 的 那样 进入 
核糖 体 。 不 得 不 说 这 个 漂亮 的 仿真 模型 还 存在 一 些 
严重 甫 症 是 令 人 失望 的 ， 我 们 也 还 不 知道 终止 密码 
子 的 识别 是 怎样 发 生 的 。 

小 结 ”原核 生物 翻译 终止 受 3 种 因子 的 介 
导 ， 即 RF1、RF2 和 RF3, RF] 识别 终止 密码 子 


进一步 证 实 释放 因子 是 tRNA 的 分 子 模仿 一 一 这 本 
是 对 原核 释放 因子 提出 的 设想 。 如 图 18. 34 所 示 ， 
eRF1 的 结构 与 tRNA 的 双 末端 结构 极为 相似 。 其 中 
一 端 有 一 个 类 反 义 密码 子 区 ， 可 识别 全 部 3 个 终止 密 
码 子 。 在 另 一 端 ， 应 是 氨基 酸 或 多 肽 与 URNA 结合 的 
部 位 ， 存 在 有 释放 因子 的 活性 位 点 ， 该 区 域 具有 稳定 
的 Gly-Gly-Gin 基 序 ， 可 能 参与 成 熟 肽 链 和 tRNA 间 
肽 键 的 水 解 。 与 这 个 假说 一 致 的 是 代 换 Gly-Gly-Gin 
基 序 上 的 任 -氨基酸 ， 会 使 蛋白 质 完全 失 活 。 


a WENT 


CONS 


MAJ NAM 


UAA 和 UAG; RF2 识 别 UAA 和 UGA; RFS 是 
一 个 GTP 结合 蛋白 ， 能 促进 RF1 和 RF2 与 核糖 
体 结合 。 真 核 细 胞 有 两 个 释放 因子 ，eRF1 识别 
所 有 3 个 终止 密码 子 ，eRF3 是 一 种 核糖 体 依赖 
性 GTP 酶 ， 能 帮助 eRF1 释放 翻译 成 熟 的 肽 链 。 


异常 终止 的 处 理 


两 类 异常 mRNA 可 导致 翻译 的 异常 终止 。 一 类 
是 我 们 已 经 看 到 的 能 引发 提前 终止 的 “无 义 ” 突 变 。 
第 二 类 是 有 些 mRNA ( 非 终 止 mRNA, non-stop 
mRNA) 缺乏 终止 密码 子 ， 可 能 是 mRNA 合成 时 在 
终止 密码 子 的 上 游 就 停止 了 ， 核 糖 体 翻译 时 通过 了 
这 些 非 终止 mRNA 然后 停滞 。 这 两 种 情况 都 给 细胞 
带 来 了 问题 无论 是 提前 终止 翻译 还 是 停滞 的 核糖 
体 都 会 产生 不 完整 的 蛋白 质 ， 对 细胞 产生 不 利 影响 。 
停滞 核糖 体 带 来 的 另 一 个 问题 是 它 失去 作用 ， 不 再 
参与 进一步 的 蛋白 质 合成 。 我 们 先 看 一 下 细胞 处 理 
非 终 止 mRNA 的 几 种 方式 ， 然 后 了 解 提 前 终止 产物 
的 降解 机 制 。 

非 终止 mRNA。 要 处 理 非 终止 mRNA， 细 胞 需 
要 降解 异常 蛋白 质 产物 ， 释 放 核 糖 体 亚 基 ， 以 便 它 
们 能 够 参与 翻译 而 不 是 永远 保持 停滞 状态 。 原 核 生 
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物 和 真 核 生物 这 一 过 程 的 机 制 不 尽 相同 。 原 核 生 物 
利用 转移 信使 RNA (transfer-messenger RNA, tm- 
RNA) 来 恢复 停 沾 的 核糖 体 ， 并 标记 需 降解 的 非 终 
ik mRNA (tmRNA 介 导 的 核糖 体 恢复 ) (tmRNA- 
mediated ribosome rescue), tmRNA 长 约 300nt, 其 
5' 端 和 3' 端 接合 在 一 起 形成 一 个 类 tRNA 结构 域 
(tRNA-like domain, TLD), 与 tRNA 相似 (图 
18. 35)。 实 际 上 这 种 相似 性 非常 强 ， 以 至 于 tmRNA 
能 够 加 载 丙 氨 酸 。 一 旦 加 载 ， 丙 氨 酰 -mRNA 就 能 
与 核糖 体 的 A 位 点 结合 ， 经 肽 基 转 移 酶 催化 ， 可 以 


将 其 丙 氨 酸 安装 到 停 淳 的 多 肘 链 上 。 

肽 基 转移 酶 反应 之 后 ，tmRNA 的 中 心 部 位 开始 
发 挥 作用 (图 18. 36)。 这 部 分 tmRNA 含有 一 个 短 
的 可 读 框 CORF), 它 处 于 A 位 点 ， 这 样 核糖 体 就 
从 翻译 非 终 止 mRNA 转换 成 翻译 tmRNA， 此 过 程 
称 为 反 式 翻译 (trans-translation)。tmRNA 的 可 读 
框 编码 一 个 短 的 琉 水 肽 ， 朴 水 肽 将 被 加 到 停滞 多 肽 
的 羧基 末端 。 该 短 肽 瞄准 整个 有 待 降解 的 多 肽 ， 减 
小 其 破坏 细胞 的 能 力 。 
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图 18. 35 暑热 细菌 tmRNA 的 结构 。TLD 在 左上 方 红色 部 分 ，ORF 在 底部 蓝 色 
标 出 。ORF 编码 的 肽 用 黄色 标 出 。( Source: Adapted from Valle et al., Visuali- 
zing tmRNA entry into a stalled ribosome, Science 300: 128，fig.1，2003. ) 
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图 18.36 tmRNA 介 导 的 非 终止 mRNA 和 多 肽 的 释放 机 制 。(a) EF-Tu, PILAE tmRNA 和 SmpB 结合 到 
停滞 在 非 终止 mRNA (棕色 ) 的 核糖 体 A 位 点 ，SmpB 帮助 有 URNA 类 似 结构 域 的 tmRNA 结合 到 核糖 
体 上 ;〈b) 核糖 体 的 肽 基 转移 酶 将 两 氨 酸 (黄色 ) 从 tmRNA 转 到 停 潜 的 多 肽 上 〈 绿 色 ); (O 核糖 体 转 
而 阅读 tmRNA 的 ORF (紫色 ); (d) 核糖 体 完成 mRNA 的 ORF 翻译 ， 在 停滞 多 肽 上 增加 了 9 个 氨基 
酸 〈 红 色 )， 并 释放 多 肽 ; 〈e) 合 起 来 ， 这 些 额外 的 氨基 酸 标记 整个 多 肽 以 便 水 解 。 同 时 ， 非 终止 mRNA 
被 降解 ， 可 能 是 由 与 tmRNA 结合 的 RNase R 所 水 解 。(Source: Adapted from Moore, S.D. , 
K. E. McGinness, and R. T. Sauer, A glimpse into tmRNA-mediated ribosome rescue. Science 300 [2003] 
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很 明显 ，tmRNA 并 不 完全 像 RNA, — BE 
缺乏 反 密 码 子 ， 因 而 没有 密码 子 - 反 密码 子 配对 。 
我 们 知道 在 校正 时 ， 密 码 子 - 反 密 码 子 配 对 对 于 如 
免 氮 酰 -tRNA 解 离 非常 重要 。tmRNA 和 真正 tR- 
NA 的 第 二 点 不 同 是 tmRNA 没有 标准 的 D 环 ， 而 
是 通过 SmpB 蛋白 解决 这 些 问题 。2003 年 ， 
Joachim Frank 和 V. Ramakrishnan 获得 了 嗜 热 菌 
CT. thermophi-lus) 的 EF-Tu, tmRNA 和 SmpB 复 
合体 结合 到 核糖 体 上 的 低温 电子 显 微 图 像 。 这 一 
研究 表明 SmpB 与 tmRNA 和 EF-TU 结合 ， 建 立 
了 与 核糖 体 的 联系 ， 而 正常 情况 下 是 通过 RNA 的 
D 环 联系 的 。 因 此， 尽管 mRNA 自身 缺乏 能 够 与 
核糖 体 紧密 结合 的 成 分 ， 但 SmpB 能 够 将 其 结合 到 
核糖 体 上 。 

核糖 体 被 mRNA 释放 后 ， 对 非 终止 mRNA 会 
有 什么 影响 呢 ? 这 个 答案 还 不 确定 。 但 tmRNA 能 
够 与 一 个 3 一 5 外 切 核 酸 酶 RNase R 同时 被 提纯 ， 
由 此 产生 一 个 很 有 吸引 力 的 假说 : 在 非 终止 mRNA 
与 新 核糖 体形 成 复合 物 之 前 ，RNase R 就 将 其 降 
解 了 。 

真 核 细 胞 没有 tmRNA， 那 么 它们 是 怎样 处 理 非 
终止 mRNA 的 呢 ? 图 18. 37 阐述 了 目前 的 假说 ， 停 
沾 在 非 终止 mRNA 末端 的 核糖 体 A 位 点 会 含有 poly 


(A) 尾部 的 0 一 3 个 核 苷 酸 ， 这 种 状态 被 Ski7p 蛋白 
的 羧基 末端 结构 域 所 识别 ， 该 结构 域 类 似 于 延伸 因 
F EFIA 和 终止 因子 eRF3 的 GTPase 结构 域 ， 这 些 
结构 域 通常 与 核糖 体 A 位 点 结合 ，Ski7p 也 是 这 样 
的 。 另 外 ，Ski7p 还 与 细胞 质 的 外 来 体 exosome) 
(细胞 核 外 来 体 的 同 源 物 ) 紧密 结合 。 这 两 种 外 来 体 
都 能 降解 RNA，Ski7p- 外 来 体 复合 物 然后 重组 Ski 
复合 物 〈Ski complex) 到 核糖 体 A 位 点 ， 并 与 非 终 
JE mRNA 的 末端 临近 。 最后， 外 来 体 降 解 非 终 止 
mRNA。 由 非 终 止 mRNA 产生 的 异常 蛋白 质 的 命运 
还 不 清楚 。 

小 结 原核 生物 通过 tmRNA 介 导 的 核糖 体 
恢复 来 处 理 非 终止 mRNA。 类 似 于 丙 氨 酰 -IRNAL 
的 丙 氨 酰 -tmRNA 结合 到 停滞 在 非 终止 mRNA 上 
的 核糖 体 的 空 A 位 上 ， 将 其 丙 氨 酸 添加 到 停滞 的 
多 肽 上 。 然 后， 核糖 体 转 而 翻译 tmRNA 的 
ORF, 在 终止 前 给 多 肽 再 添加 9 个 氨基 酸 。 这些 
额外 的 氨基 酸 标记 了 有 待 降 解 的 多 肽 ， 同 时 核酸 
酶 降解 非 终 目 mRNA。 真 核 生物 的 核糖 体 在 非 终 
JE mRNA 的 poly CA) FR ACHE Ski7p- 外 来 体 复 
合 物 豚 引 到 空 的 A 位 上 。 接 着 ，Ski 复合 物 结合 
到 A 位 ， 外 来 体 正 好 定位 于 非 终止 mRNA 的 末 
端 ， 降 解 RNA， 估 计 异 常 多 肽 也 被 降解 了 。 
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18.37 ”外 来 体 介 导 的 真 核 生物 非 终止 mRNA 的 降解 模型 。(a) 停滞 在 非 终 止 mRNA 末端 的 核糖 
体 A 位 点 含有 0 一 3 个 poly (A) 尾 的 核 苷 酸 。 这 里 ，A 位 点 上 没有 成 串 的 A。 核糖 体 的 此 种 状态 吸 


引 了 Ski7p- 外 来 体 复合 物 与 空 A 位 结合 。 
mRNA 的 降解 和 核糖 体 亚 基 的 释放 。 


提前 终止 ” 带 有 提前 终止 密码 子 〈 无 义 密码 子 ) 
的 信使 RNA 也 会 产生 对 细胞 具有 潜在 危害 的 异常 
不 完整 蛋白 质 产物 。 真 核 细胞 演化 出 了 两 条 途径 解 
决 这 一 问题 (图 18.38): 无 义 介 导 的 mRNA 降解 
(nonsense-mediated mRNA decay，NMD) 和 无 义 相 
关 的 修饰 剪接 (nonsense-associated altered splicing, 
NAS). 

NMD 依赖 于 对 提前 终止 密码 子 的 识别 。 很 显 
然 ， 在 每 个 mRNA 的 末端 有 一 个 真正 的 终止 密码 
子 ， 细 胞 必须 以 某 种 方式 区 别 真正 的 终止 密码 子 和 


mRNA 


(b) 接着 ，Ski 复合 物 结合 在 A 位 。 


Cc) 引发 了 非 终止 


提前 终止 密码 子 。 一 种 假说 是 ， 真 核 细胞 通过 测量 
终止 密码 子 和 下 游 不 稳定 元 件 (downstream desta- 
bilizing elemen) 之 间 的 距离 进行 区 别 ， 如 果 距 离 较 
短 ， 该 终止 密码 子 可 能 是 真 的 ， 如 果 距 离 较 长 ， 则 
该 终止 密码 子 可 能 是 提前 的 。 

哺乳 动物 的 下 游 不 稳定 元 件 是 一 组 蛋白 质 的 集 
合体 ， 叫 做 外 显 子 交 界 复 合 物 〈exon junction com- 
plex，EJC) ， 它 们 在 剪接 的 时 候 结合 到 外 显 子 -外 显 
子 交界 处 。 其 中 两 个 蛋白 质 Upfl 和 Upf2 在 哺乳 动物 
工 细 胞 有 活性 。 如 果 用 RNA 从 细胞 中 去 除 其 中 任 一 
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图 18.38 NAS 和 NMD 模型 。(a) NAS, Upfl (也 许 与 其 他 蛋白 质 联合 ) 感知 未 来 mRNA 的 可 读 框 里 有 
一 个 提前 终止 密码 子 ， 引 入 另 一 种 选择 性 剪接 模型 (紫色 ) 产生 成 熟 mRNA (M), 该 mRNA 无 提前 
终止 密码 子 。(b) 标准 剪接 RE) 产生 带 有 提前 终止 密码 子 的 成 熟 MRNA, Upfl 和 Upf2 结合 在 外 显 
子 /外 显 子 交界 处 。(c) NMD。Upf1 和 Upf2 棕色 、 灰 色 小 球 ) (也 许 与 其 他 蛋白 质 联合 ”感知 可 读 框 
内 的 提前 终止 密码 子 与 第 二 外 显 子 /外 显 子 交界 处 的 距离 太 近 ， 引 和 mRNA 的 降解 。 
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个 (第 16 章 )，NMD 就 会 受到 抑制 。 当 这 些 蛋白 质 
在 终止 密码 子 下 游 的 足够 远 处 与 mRNA 结合 时 ， 可 
将 这 个 终止 密码 子 识别 为 提前 终止 密码 子 ， 并 被 激 
活 去 降解 这 条 mRNA。 另 一 方面 ， 如 果 这 些 蛋白 质 
离 终止 密码 子 相对 较 近 ， 正 在 翻译 mRNA 的 核糖 体 
将 去 除 之 。 

与 刚才 介绍 的 模型 不 同 ，Elisa lzaurralde 及 同 
事 在 2003 年 报道 ， 果 蝇 细胞 中 NMD 不 需要 EJC, 
由 此 提出 NMD 机 制 在 不 同 生物 中 可 能 不 同 。 此 后 ， 
Allan Jacobson 及 同事 在 2004 年 也 报道 了 对 酵母 
NMD 的 研究 ， 表 明 其 提前 终止 机 制 是 自我 中 断 。 

具体 讲 ，Jacobson Sle] ALBEE ST (第 17 
章 ) 显示 ， 一 旦 核糖 体 提前 终止 翻译 ， 它 们 并 不 从 
mRNA 解 离 ， 而 是 移动 到 起 始 密码 子 (AUG) 的 上 
游 。 这 一 行为 可 通过 除去 酵母 Upfl 蛋白 ， 或 在 提前 
终止 密码 子 附近 放置 一 个 正常 3-UTR 而 阻 断 。 此 
外 ， 含 有 提前 终止 密码 子 的 mRNA 可 通过 携带 一 个 
poly (A) 结合 蛋白 (Pablp) 而 稳定 下 来 。 所 有 这 
些 发 现 都 支持 这 样 一 个 模型 ， 即 核糖 体 通过 靠近 终 
止 密码 子 的 3-UTR 或 poly (A) 的 周围 情况 识别 正 
常 的 终止 密码 子 ， 并 正常 地 终止 。 相 反 ， 核 糖 体 通 
过 提前 终止 密码 子 对 这 些 正 常 线索 的 远离 程度 而 准 
确 识别 提前 终止 密码 子 ， 并 通过 返回 AUG 的 上 游 
而 异常 终止 翻译 。 理 论 上 ， 任 何 真 核 细胞 都 应 该 能 
识别 这 种 异常 终止 并 降解 有 关 的 mRNA， 但 是 现在 
还 不 清楚 NMD 机 制 在 真 核 生物 有 多 大 的 一 致 性 。 

NAS tt NMD 更 神秘 。 当 NAS 机 器 检测 到 可 读 
框 内 〈 不 是 可 读 框 外 ) 的 提前 终止 密码 子 时 ， 可 调 
动 剪 接 装置 以 一 种 不 同方 式 剪 接 前 体 mRNA， 从 成 
M mRNA 中 除去 提前 终止 密码 子 。 但 是 这 一 机 制 引 
出 一 个 有 趣 的 问题 :在 前 体 mRNA 被 均匀 剪接 之 
Mi NAS 机 器 是 怎样 检测 未 来 的 可 读 框 的 ? 

到 目前 为 止 我们 还 没有 该 问题 的 答案 , 但 是 
已 经 知道 Upfl 是 NAS 的 一 个 重要 因子 ， 也 是 
NMD 的 重要 因子 。Harry Dietz 及 同事 采用 RNAi 
技术 证 明 ，Upfl 是 NAS 所 必需 的 ， 而 Upf2 不 是 。 
随后 他 们 细 化 了 实验 方法 来 回答 是 否 NMD 和 NAS 
所 需要 的 是 Upfl 的 相同 部 分 。 研究 采用 了 等 位 基 
因 特 异性 RNAI (allele-specific RNAI 技术 ， 先 构 
建 一 个 经 修饰 的 Upf1 基因 ， 使 其 不 受 双 链 RNA 引 
起 的 RNAi (阻止 内 源 基 因 表达 ) 的 影响 ， 然 后 将 
这 个 修饰 的 基因 克隆 到 质粒 上 ， 转 化 细胞 ， 该 细胞 
里 RNAi 干 扰 内 源 Up/1 基因 的 表达 。 修饰 过 的 革 
因 能 恢复 NAS 和 NMD， 否 则 它们 会 因 Upf1 表达 
丧失 而 被 阻 断 。 

BEM, Dietz 及 同事 对 修饰 过 Upf1 基因 的 保守 
区 域 进行 突变 ， 其 中 一 个 突变 项 除了 修饰 Up fl 基 


因 的 恢复 NMD 能 力 ， 但 不 影响 它 对 NAS 的 恢复 能 
力 。 因 此 ， 虽 然 NMD 和 NAS 都 依赖 Upf1， 但 很 
显然 它们 依赖 于 该 蛋白 质 的 不 同 功能 。 

小 结 真 核 生物 通 过 两 种 不 同 的 机 制 NMD 
和 NAS 来 处 理 提前 终止 密码 子 。 在 哺乳 动物 细 
胞 中 ，NMD 有 一 个 下 游 不 稳定 元 件 ， 包 括 结合 
到 mRNA 的 外 显 子 -外 显 子 交界 处 的 Upf1 和 
Upf2。 不 稳定 元 件 测定 到 终止 密码 子 的 距离 ， 
如 果 终 止 密码 子 位 于 足够 远 的 上 游 区 域 ， 它 可 能 
就 是 提前 终止 密码 子 ， 激 活 下 游 的 不 稳定 元 件 从 
而 降解 mRNA。 在 酵母 中 ， 通 过 正常 终止 密码 子 
附近 的 3'-UTR 或 poly (A)， 细 胞 识别 提前 终止 
密码 子 ， 当 核糖 体 停止 在 提前 终止 密码 子 处 时 ， 
它 移 动 到 上 游 的 AUG 处 ， 并 标记 待 降 解 的 
mRNA。NAS 机 器 能 识别 可 读 框 中 部 的 终止 密码 
子 ,改变 剪接 模式 ,使 提前 终止 密码 子 从 成 熟 
mRNA 中 剪接 掉 。 与 NMD 一 样 。 这 一 过 程 也 需 
要 Up/1， 


利用 终止 密码 子 插入 非 寻 常 氨基 酸 


大 多 数 蛋 白质 只 含有 20 个 氨基 酸 如 图 3. 2 所 
示 。 但 是 ， 少 数 蛋白 质 需 要 非 寻 常 氨基 酸 。 最 早 发 
现 的 非 寻 常 氨基 酸 如 羟基 ) fi LA Chydroxypro- 
lin) 是 在 由 标准 的 20 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 的 翻译 
后 修饰 过 程 中 产生 的 。 最 近 已 发 现 其 他 非 寻 常 氨基 
酸 如 硒 代 半 胱 氨 酸 〈selenocysteine) 和 吡咯 赖 氨 酸 
(pyrrolysine) 被 直接 加 入 到 增长 的 多 肽 中 。 在 这 些 
例子 中 ， 有 关 的 机 制 涉及 利用 编码 区 中 间 的 终止 密 
码 子 。 细胞 对 这 些 终止 密码 子 的 翻译 不 是 作为 终止 
信号 ， 而 是 作为 非 寻 常 氨 基 酸 的 密码 子 。 

在 蛋白 质 中 发 现 的 第 一 个 非 寻 常 氨基 酸 (“第 
21 个 氨基 酸 ”) 是 硒 代 半 胱 氨 酸 ， 与 半 胱 氨 酸 很 像 ， 
只 是 在 硫 原 子 的 位 置 是 个 硒 原子 。 有 些 酶 ， 如 谷 胱 
甘 肽 过 氧化 物 酶 和 甲酸 盐 脱 氧 酶 〈formate dehydro: 
genase) 缺乏 硒 代 半 胱 氨 酸 时 就 没有 活性 ， 都 需要 
一 个 硒 代 半 胱 氨 酸 残 基 作 为 其 活性 中 心 的 一 部 分 。 
那么 这 种 非 寻 常 氨基 酸 是 怎样 被 加 入 蛋白 质 的 呢 ? 
编码 这 些 酶 的 基因 在 需要 硒 代 半 胱 氨 酸 的 位 置 含有 
UGA 终止 密码 子 。 此 外 ， 缺 乏 硒 时 翻译 就 在 这 些 终 
止 密码 子 处 提前 停止 。 这 些 发 现 提示 ， 细 胞 以 某 种 
方式 将 UGA 密码 子 翻译 为 硒 代 半 胱 氨 酸 密码 子 ， 
但 是 怎么 实现 的 呢 ? 

有 一 种 特殊 的 tRNA 带 有 识别 UGA 终止 密码 
子 的 反 密码 子 ， 可 被 正常 的 seryLtRNA 合成 酶 加 载 
丝氨酸 ， 然 后 在 这 个 特殊 seryl-tRNA 中 的 丝氨酸 被 
转换 成 硒 代 半 胱 氨 酸 ， 一 种 特殊 的 EF-Tu 再 将 这 个 
改变 的 氨 酰 -RNA 送 到 核糖 体 上 以 响应 在 mRNA 中 
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间 的 UGA 密码 子 ， 不 是 编码 区 未 端的 UGA 密码 
F. MRE HMR, WIER 
正 的 终止 密码 子 而 被 加 入 ， 从 而 干扰 终止 。 

因此 ，mRNA 内 的 UGA 密码 子 只 是 召集 seleno- 
cysteinyl tRNA 信号 的 一 部 分 ，mRNA 的 其 他 部 分 也 
一 定 发 挥 作 用 了 。 例 如 ， 在 甲酸 脱 氢 酶 mRNA 中 ， 
内 部 UGA 下 游 约 40nt 的 区 间 ， 在 另 一 个 mRNA 是 在 
3'-UTR 里 ， 内 部 UGA 下 游 约 1000nt 的 区 间 。 

“第 22 个 氨基 酸 ”是 吡咯 赖 氨 酸 ， 其 结构 见 图 
18. 39。 与 广泛 分 布 的 硒 代 半 胱 氨 酸 不 同 ， 吡 咯 赖 氨 
酸 至 今 只 在 某 些 产 甲烷 的 古 菌 中 发 现 。 另 一 个 不 同 
是 ， 硒 代 半 胱 氨 酸 是 由 sery tRNA 上 的 正常 氨基 酸 
(丝氨酸 ) 产生 的 ， 而 吡咯 赖 氨 酸 是 先 合成 然后 再 通 
过 特殊 的 pyrrolysyHtRNA 合成 酶 加 载 到 特殊 的 tRNA 
上 的 。 这 是 所 发 现 的 第 21 种 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ， 唯 
一 一 个 不 同 于 其 他 20 种 正常 氨基 酸 加 载 正常 RNA 
的 氮 酰 -tRNA 合成 酶 。 

E. coli 细 胞 不 能 正常 地 将 吡咯 赖 氨 酸 加 入 其 蛋 
白质 中 ， 但 是 Joseph Krzycki 及 同事 在 2004 年 发 
现 ， 如 果 对 细胞 添加 3 种 东西 ， 就 可 以 赋予 E. coli 
细胞 这 种 能 力 。 一 个 是 编码 特殊 tRNA 的 基因 ， 另 
一 个 是 编码 特殊 的 pyrrolysyl-tRNA 合成 酶 的 基因 ， 
最 后 是 吡咯 赖 氨 酸 自身 ， 此外， 他们 发 现 RNA 能 
够 接受 体外 预 形成 的 吡咯 赖 氨 酸 ， 明 显 提示 这 就 是 
它 在 体内 作用 的 方式 。 

与 硒 代 半 胱 氨 酸 一 样 ， 吡 咯 赖 氨 酸 响应 终止 密 
码 子 而 被 加 入 增长 的 多 肽 中 ， 但 这 种 终止 密码 子 是 
UAG 而 不 是 UGA。 由 此 提示 ， 这 个 特殊 URNA 的 
反 密码 子 是 5 -CUA-3'， 情 况 确实 如 此 。 

coo- 
+HN 一 (一 


图 18.39 吡咯 赖 氨 酸 。 


小 结 “ 非 寻常 氨基 酸 硒 代 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 
氨 酸 分 别 响应 终止 密码 子 UGA 和 UAG 而 被 加 
入 到 增长 的 多 肽 中 ， 机制 如 下 : DEREKA 
酸 : 特殊 的 tRNA 具有 识别 UGA 的 反 密码 子 被 
丝氨酸 加 载 ， 丝氨酸 再 被 转换 成 硒 代 半 胱 氨 酸 ， 
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selenocysteyl-tRNA 被 特殊 的 EF-Tu 护送 到 核糖 体 
上 ; OMRAN: 特殊 的 pyrrolysyHRNA 合成 
酶 将 预先 形成 的 吡咯 赖 氮 酸 连接 到 特殊 的 tRNA 
上 ， 该 tRNA 的 反 密 码 子 识别 密码 子 UAG. 


18.5 翻译 后 


翻译 的 故事 并 不 是 以 终止 结束 的 。 蛋 白质 必须 
正确 地 折 释 ， 而 且 核 糖 体 需要 从 mRNA 释放 以 便 参 
与 后 面 的 翻译 。 严 格 地 讲 ， 折 笃 过 程 不 是 在 翻译 后 
发 生 的 ， 而 是 新 生 多 肽 合成 中 发 生 的 共 翻 译 事件 。 
然而 单独 处 理 可 能 更 方便 一 些 ， 因 为 它 与 刚 讨论 过 
的 起 始 、 延 伸 、 终 止 事件 都 没有 直接 的 关系 。 我 们 
先 来 讨论 折 友 问题 ， 然 后 讨论 核糖 体 释 放 问 题 


新 生 蛋 白质 的 折 悟 


天 然 蛋 白质 都 是 折 登 的 ， 以 便 琉 水 区 埋 在 蛋白 质 
的 内 部 ， 避 开 细 胞 的 水 环境 。 但 是 多 数 蛋 白质 自身 并 
不 能 正确 折合， 就 像 被 热 激 去 折 共 的 蛋白 质 一 样 ， 需 
要 分 子 伴侣 的 帮助 第 8 章 )。 问 题 是 新 生 多 肽 任何 
暴露 的 玻 水 部 分 都 试图 找到 能 与 它 相互 作用 的 琉 水 部 
分 ， 以 便 躲 开 围 绕 它们 的 水 分 子 。 但 是 最 近 的 疏水 区 
往往 是 错误 的 搭档 ， 这 种 相互 作用 会 导致 错误 的 折 
登 ， 进 而 使 蛋白 质 失 活 。 实 际 上 ， 有 些 错误 折合 的 蛋 
白质 ， 比 如 参与 牛 海绵 组 织 脑病 (BSE, 或 “ 疯 牛 
病 ”) 的 一 种 蛋白 质 对 细胞 就 是 剧 毒 的 。 

因此 ， 细 胞 需要 一 种 机 制 来 隐藏 新 生 多 肽 的 疏 
水 部 分 ， 直 到 正确 的 搭档 产生 出 来 。 分 子 伴侣 可 以 
完成 这 一 任务 ， 它 们 将 暴露 的 朴 水 蛋白 区 装 进 自己 
的 疏水 口袋 中 ， 防 止 与 其 他 暴露 的 疏水 区 的 不 适当 
结合 。 但 是 E.coli 有 一 个 特殊 的 分 子 伴侣 ， 叫 做 触 、 
RAF (trigger factor)， 可 以 与 核糖 体 大 亚 基 结 合 ， 
用 一 个 玖 水 做 盛装 新 合成 的 玖 水 区 ， 保 护 它们 避 开 
水 环境 。 

要 想 了 解 触发 因子 是 如 何 工作 的 ， 最 好 能 有 分 
子 伴侣 结合 到 其 核糖 体 泊位 的 晶体 结构 ， 但 问题 是 
已 经 结晶 出 来 的 唯一 的 大 核糖 体 亚 基 是 古 菌 
(Haloarcula marismortui) 的 (第 19 R), Tit W 
没有 触发 因子 。 所 以 ，Nenad Ban 及 同事 结晶 出 完 
整 的 E. coli 触 发 因子 以 便 观 察 其 形状 ， 然 后 与 古 菌 
大 核糖 体 亚 基 一 起 结晶 出 E. coli 触 发 因子 的 核糖 体 
结合 部 位 ， 期 望 古 菌 与 细菌 的 核糖 体 结合 位 点 非常 
保守 ， 可 以 形成 跨 界 的 复合 物 。 

庆幸 的 是 ， 这 个 策略 是 有 效 的 ! 触发 因子 的 结 
合 位 点 〈 在 核糖 体 蛋 白 L23 上 ) 在 古 菌 和 细菌 中 高 
度 保守 ， 古 菌 的 核糖 体 亚 基 可 以 结合 细菌 触发 因子 。 


触发 因子 单独 的 晶体 结构 是 一 个 “卧龙 ” 形 的 ， 具 
有 头 、 背 、 辟 、 尾 ， 如 图 18. 40 所 示 。 基 于 50S 核 
糖 体 亚 基 与 触发 因子 尾部 结构 域 的 共 结晶 结构 ，Ban 
及 同事 按 图 18. 40 所 示 放 置 触发 因子 ， 让 “卧龙 ” 
底 朝 天 ， 这 样 尾 和 臂 的 疏水 表面 处 于 完美 的 位 置 ， 
刚好 接 住 从 核糖 体 出 口 通道 出 来 的 新 生 多 肽 。 这 就 
有 效 地 隐藏 了 新 生 多 肽 任何 暴露 的 朴 水 区 ， 直 到 它 
们 与 合适 搭档 的 疏水 区 结合 。 


图 18. 40 触发 因子 结合 核糖 体 的 模型 。 伴 个 
蛋白 触发 因子 像 一 条 底 朝 天 的 卧龙 结合 在 核糖 
体 的 下 部 盖 住 出 口 通 道 。 在 这 个 位 置 ， 触 发 因 
FARRAR OF 〈A)、 尾 D] 可 以 在 新 
生 多 肽 从 出 口 通道 出 来 时 接 住 它们 的 疏水 区 ， 
使 它们 处 于 疏水 环境 直到 能 与 该 新 生 多 肽 的 其 
他 玻 水 区 结合 ， 从 而 促进 正确 折合 。 触 发 因子 
的 其 他 结构 域 是 头 〈(H) MP (B). 123 是 大 
核糖 体 亚 基 的 一 个 蛋白 质 ， 是 触发 因子 的 主要 
结合 位 点 。PT 是 在 通道 出 口 处 肽 酰 转移 酶 的 
位 点 。( Source: Adapted from Ferbitz，L ， 
T. Maier, H. Patzelt, B Bukau，E Deverling, 
and N. Ban, Trigger factor in complex with the 
ribosome forms a molecular cradle for nascent 
proteins, Nature 431; 593, 2004. ) 


触发 因子 对 EE. coli 并 不 重要 ， 因 为 细菌 有 DnaK 
分 子 伴 倡 备用 系统 。 这 是 一 种 独立 自由 的 蛋白 质 ， 
不 像 触发 因子 这 种 核糖 体 结合 蛋白 。 它 不 是 以 疏水 
黎 接 住 新 生 蛋 白质 ， 而 是 有 一 个 疏水 的 拱门 来 保护 
新 生 看 白质 暴露 的 琉 水 区 ， 直 到 正确 折 又 。 古 菌 和 
真 核 生物 完全 缺乏 类 触发 因子 蛋白 质 ， 所 以 它们 的 
新 生 蛋 白质 的 正确 折叠 完 全 依赖 于 独立 自由 的 分 子 
伴 倡 。 


NG “多 数 新 生 多 肽 自身 不 能 正确 折 秋 ,而 是 
需要 分 子 伴 但 的 帮助 。 E.coli 细胞 有 一 种 叫做 触发 
因子 的 蛋白 质 可 以 与 核糖 体 结合 使 新 生 多 肽 从 核糖 
体 的 出 口 通道 一 出 来 就 被 接 住 ， 这 样 新 生 多 肽 的 朴 
水 区 就 被 保护 起 来 避免 产生 不 当 结合 ， 直 到 有 合适 
的 搭档 出 现 。 古 菌 和 真 核 生物 没有 触发 因子 ， 它 们 
必须 利用 游离 的 分 子 伴侣 ， 这 在 细菌 中 也 存在 。 


核糖 体 从 mRNA 的 释放 


对 于 终止 的 早期 研究 采用 的 模型 系统 只 包括 
AUG 和 UAG 作为 mRNA 的 类 似 物 ， 究 中 
没有 检测 对 核糖 体 释放 的 需求 ， 部 分 原因 是 这 些 模 
型 的 mRNA 可 自发 地 从 核糖 体 上 解 离 。 

后 来 A. Kaji 及 同事 发 现 了 一 个 能 将 核糖 体 从 正 
W mRNA 释放 的 蛋白 质 因 子 ， 命 名 为 核糖 体循环 因 
F (ribosomal recycling factor, RRF), 1994 年 ,他 
们 证 明 RRF 对 细菌 生长 至 关 重要 。RRF 基因 的 温 
度 敏 感 突变 体 在 ， 生 长 的 延 尘 期 转 人 非 允许 温度 时 
会 导致 细菌 死亡 ， 在 生长 的 对 数 期 转 人 非 允许 温度 ， 
会 导致 生长 停止 。 因 此 ， 翻 译 终止 后 核 精 体 从 mR- 
NA 的 释放 很 重要 。 

Kaji 及 同事 从 细菌 海 栖 热 袍 菌 〈Thermotoga 
maritima) 中 纯化 出 RRF， 并 用 下 列 分 析 进 行 了 检 
测 。 他 们 用 基 叭 人 每 素 处 理 细菌 的 多 核糖 体 ， 释 放 新 
生 多 肽 ， 使 每 个 核糖 体 都 剩 下 两 个 去 氨 酰 -tRNA， 
-个 在 P 位 点 ， 另 一 个 在 王位 点 。 因 此 ， 这 些 多 核 
糖 体 中 的 每 个 核糖 体 都 类 似 于 一 个 刚刚 经 过 翻译 终 
止 的 核糖 体 ， 除了 在 A 位 点 没有 终止 密码 子 。 然 
后 ， 对 这 些 嗓 叭 血 素 处 理 的 核糖 体 加 入 RRF， 使 多 
核糖 体 变 成 单 体 。 纯 化 后 ，Kaiji 小 组 与 Anders Lil- 
jas 小 组 合作 ， 测 定 了 RRF 蛋白 的 晶体 结构 。 

RRF 的 晶体 结构 是 惊人 的 一 一 一 个 几乎 完美 的 
tRNA 仿制 品 ! 图 18.41 是 T maritima 的 RRF 与 
RNA~ 结 构 的 到 加 图 。 它 们 几乎 完美 地 重合 ，RRF 
唯一 缺少 的 是 填充 由 tRNA 末端 CCA 正常 占据 的 位 
置 的 氨基 酸 ， 以 及 一 小 段 反 密码 子 。 基 于 该 结构 和 
其 他 信息 ，Kaii 及 同事 认为 RRF 就 像 氨 栈 -tRNA 一 
样 与 A 位 点 结合 ， 因 而 在 EF-G 存在 时 允许 发 生 移 
位 ， 然 后 以 某 种 方式 将 核糖 体 从 mRNA 上 释放 。 

2002 年 ，Kaji 小 组 与 Noller 小 组 合作 ， 用 羟基 自 
由 基 探 测 〈hydroxyl radical probing) 对 RRF- 核 糖 体 
复合 物 的 结构 进行 了 研究 。 他 们 采用 的 方法 如 下 : 首 
先 ， 利 用 定点 突变 用 丝氨酸 取代 RRF 分 子 中 唯一 的 
半 胱 氨 酸 。 然 后 ， 突 变 这 个 仍 保持 活性 的 无 半 胱 氨 酸 
RRF， 在 贯穿 该 分 子 的 10 个 不 同位 点 各 置 人 一 个 半 
MRR. 每 个 带 有 单一 半 胱 氨 酸 的 RRF 分 子 都 能 被 
耦合 到 带 有 Fet 的 分 子 上 。 然 后 ，RRF-Fez* 能 被 结 
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图 18.41 RRF 和 tRNA 的 结构 大 加 图 。 海 栖 热 
袍 菌 RRF GEE) 和 酵母 RNA? (红色 ) 的 表 
面 被 倒 加 在 一 起 显示 出 它们 有 极 大 的 相似 性 。 
(Source: From Kaji et al. , Cold Spring Har- 
bor Symposia 66: p. 518. © 2002. ) 


(a) (b) / 


PIP 4 
NA RRF 


那么 ，RRF 结合 到 A 位 点 后 会 发 生 什 么 呢 ? 这 
仍然 很 不 清楚 ， 尽 管 我 们 知道 它 与 EF-G 作用 ， 促 
进 核糖 体 从 mRNA 上 释放 。 有 时 ， 它 只 释放 50S W. 
基 ， 留 下 30S 亚 基 由 另外 的 机 制 如 通过 与 IF3 结合 
来 释放 。 在 这 种 情况 下 ， 由 于 核糖 体 不 能 被 完整 释 
放 ， 就 不 需要 IF1 和 IF3 合作 来 解 离 两 个 亚 基 了 。 

小 结 ” 翻译 终止 后 ， 核 粮 体 不 能 自发 地 从 
mRNA 上 解 离 下 来 ， 需 要 核糖 体循环 因子 《RRF) 

和 EF-G 的 帮助 。RRF 与 tRNA 的 结构 十 分 类 似 ， 
能 结合 在 核糖 体 的 A 位 点 ,但 并 不 是 通常 RNA 
结合 的 位 置 。 然后， 它 与 EF-G 合作 释放 50S Be 
体 亚 基 ， 或 整个 核糖 体 。 释 放 机 制 现 在 还 不 清楚 。 


总 结 


S 


信使 RNA 是 以 5 一 3 方向 阅读 的 ， 与 其 合成 的 
方向 相同 。 蛋 白质 是 以 氨基 端 到 凑 基 端 方向 合成 的 ， 
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合 到 核糖 体 上 。Fe 产生 羟基 打 断 附近 的 rRNA 片 
段 ， 打 断 情况 可 通过 引物 延伸 法 进行 检测 〈 第 5 
章 )。 因 为 我 们 已 准确 地 知道 16S 和 23S rRNA 的 各 
部 分 在 核糖 体 上 的 定位 第 19 章 )， 可 以 在 核糖 体 
具体 位 置 上 定位 出 RRF 各 部 分 的 图 谱 。 

这 个 实验 证 明 ， 尽 管 RRF 与 tRNA 在 结构 上 近 
乎 完美 地 相似 ,但 它 在 与 核糖 体 结合 方面 与 TRNA 并 
不 相同 。 它 与 核糖 体 A 位 点 结合 的 方向 完全 不 同 于 
tRNA 对 人 A 位 点 的 结合 (图 18.42a)。 这 一 结果 对 
Kaji 及 同事 的 简单 模型 提出 了 疑问 。 事 实 上 ， 它 还 产 
生 了 RRF 是 如 何以 这 种 方式 结合 到 核糖 体 上 的 问题 ， 
因为 RRF 的 未 端 会 与 结合 在 P 位 点 的 去 氨 酰 tRNA 
BOSE ARE GRE. Æ, Kaji 和 Noller 及 同事 注意 到 被 
HRS EAL HT fH A: RF1 或 RF2 去 氨 酰 的 RNA， 并 不 
以 纯 了 位 点 结合 状态 存在 ， 而 是 如 Noller 及 同事 所 证 
明 的 ， 处 于 P/ 下 杂 合 状态 ， 其 受 体 臂 末端 在 下 位 点 ， 
反 密 码 子 在 P 位 点 。 以 这 种 位 置 ， 它 不 会 干扰 RRF 
与 核糖 体 的 结合 ， 如 图 18. 42b 所 示 。 


图 18.42 ”RRF 在 核 精 体 上 的 位 置 模 
型 。(a) RRF (红色 ) 相对 于 在 纯 A 
位 (A/A, 黄色 ) 和 了 位 (P/P, # 
色 ) tRNA 的 位 置 。(b) RRF (红色 ) 
相对 于 结合 在 杂 合 的 P/E 位 tRNA 的 
(LR CHEB). (Source: Reprinted 
from Cell v. III, Lancaster et al. , 
p-444 © 2002, with permission from 


Elsevier Science. ) 
RRF 


PBF ROE AC REON IC Em ER. 

遗传 密码 是 mRNA 上 | 的 一 套 3 碱 基 密 码 ， 指 导 
核糖 体 将 特定 的 氨基 角 加 入 多 肽 。 这 种 密码 是 非 重 
玖 性 的 ， 即 每 个 碱 基 只 是 一 个 密码 子 的 一 部 分 。 该 
密码 也 缺乏 间隔 或 间隔 符 ， 即 mRNA 编码 区 的 每 个 
碱 基 是 一 个 密码 子 的 一 部 分 。 共 有 64 个 密码 子 ，3 
个 为 终止 信号 ， 其 他 密码 子 都 编码 氨基 酸 ， 这 意味 
着 密码 是 高 度 简 并 的 。 

遗传 密码 的 简 并 性 部 分 是 由 同 工 tRNA 提供 的 ， 
FIT tRNA 结合 同一 个 氨基 酸 但 识别 不 同 的 密码 子 ， 
其 余部 分 由 摇摆 来 决定 ， 其 中 密码 子 第 三 位 碱 基 被 
允许 稍微 偏离 其 正常 位 置 ， 与 反 密码 子 形成 非 Wat- 
som-Crick 配对 ， 因 而 同一 个 氨 酰 -tRNA 可 以 与 一 个 
以 上 的 密码 子 配对 。 播 摆 碱 基 对 包括 GU (或 TU) 
ALLA, 

遗传 密码 并 不 是 严格 通用 的 ， 在 某 些 真 核 生物 
细胞 核 和 线粒体 基因 组 中 ， 以 及 在 至 少 一 种 细菌 中 ， 


标准 遗传 密码 的 终止 密码 子 可 以 编码 氨基 酸 ， 如 色 
氨 酸 和 谷 氨 酸 。 在 几 种 线粒体 基因 组 及 至 少 一 种 酵 
母 核 基因 组 中 ， 密 码 子 的 含义 可 从 一 种 氨基 酸 变 到 
另 一 种 氨基 酸 。 这 些 变异 的 密码 子 与 它们 可 能 基于 
此 变 来 的 标准 密码 子 有 着 紧密 的 联系 。 

肽 链 延 伸 以 下 列 3 个 步骤 重复 发 生 : DEF-Tu 
及 GTP 结 合 氨 酰 -tRNA 到 核糖 体 的 A 位 点 ; Qik 
酰 转移 酶 催化 P 位 点 的 肽 与 A 位 点 新 到 来 的 氨 酰 - 
tRNA 形成 肽 键 ， 使 肽 链 延 长 一 个 氨基 酸 ， 并 将 其 移 
到 和 A 位 点 ; 图 延伸 因子 EF-G 以 及 GTP 使 延伸 的 肽 
酰 -tRNA 及 其 mRNA 密码 子 移 位 到 P 位 点 。 

味 叭 霉 素 的 化 学 结构 与 氨 酰 -tRNA 类 似 ， 可 结 
AR A 位 点 并 偶 联 P 位 点 的 肽 ， 将 其 以 肽 酰 - 嘎 叭 
霉 素 形式 释放 。 此 外 ， 如 果 在 A 位 点 有 肽 酰 -tRNA， 
嗓 叭 震 素 不 能 与 核糖 体 结合 ， 肽 段 也 就 得 不 到 释放 。 
由 此 定义 了 核糖 体 的 两 个 位 点 ， 嗓 叭 锋 素 反 应 位 点 
(P 位 和 嗓 叭 竹 素 非 反 应 位 点 (A 位 )。 在 70S 起 
始 复合 物 上 的 fMettRNAj F ROS EK RL ERY, 
故 位 于 了 位 点 。 核 糖 体 结合 实验 和 结构 研究 鉴定 出 
第 三 个 位 点 (E 位 点 )， 由 去 氨 酰 -tRNA 结合 这 类 
tRNA 在 离开 核糖 体 时 ， 与 E 位 点 结合 。 

由 EF-Tu、 氨 酰 -IRNA 和 GTP 形成 的 三 元 复合 
物 可 将 氨 酰 -URNA 转移 到 核糖 体 的 A 位 点 ， 此 过 程 
不 需要 GTP 水 解 。 随 后 ，EF-Tu 以 其 核糖 体 依赖 性 
GTP 酶 活性 水 解 GTP， 形 成 EF-Tu-GDP 复合 物 并 
从 核糖 体 解 离 。EF-Ts 通过 用 GTP 交换 与 EF-Tu 
结合 的 GDP, 使 EF-Tu-GTP 复合 物 再 生 ， 氨 酰 - 
tRNA 的 加 入 又 重新 构成 三 元 复合 物 进入 新 一 轮 肽 链 
延伸 。 

蛋白 质 合成 机 器 在 延伸 过 程 中 通过 一 个 两 步 过 
程 来 保证 翻译 的 准确 性 。 首 先 ， 在 GTP 水 解 之 前 清 
除 携带 错误 氨 酰 -tRNA 的 三 元 复合 物 。 如 果 这 个 监 
控 失 败 ， 仍 能 通过 校正 ， 在 错误 氨基 酸 加 入 延伸 链 
之 前 清除 错误 的 氨 酰 -tRNA。 根 据 Thompson 的 假 
说 ， 这 两 个 校正 过 程 依赖 于 不 正确 密码 子 与 反 密码 
子 间 碱 基 的 弱 配对 作用 ， 从 而 确保 解 离 作 用 比 GTP 
水 解 或 肽 键 的 形成 更 快 发 生 。 翻 译 速度 和 准确 性 之 
间 的 平衡 是 精密 的 ， 如 果 肽 键 形成 过 快 ， 不 正确 氨 
酰 -tRNA 不 能 及 时 离开 核糖 体 ， 它 们 的 氨基 琶 就 会 

被 整合 到 蛋白 质 ， 如 果 肽 键 形成 速度 过 慢 ， 蛋 白质 
的 合成 又 不 能 满足 生物 体 成 功 生长 的 需要 。 

叫做 肽 基 转 移 酶 的 核糖 体 酶 催化 合成 肽 键 ， 其 
活性 位 于 50S 核糖 体 亚 基 上 ，23S rRNA 含有 上 肽 基 
转移 酶 的 活性 中 心 。 

每 一 次 移 位 使 mRNA 通过 核糖 体 移动 一 个 密码 
子 的 长 度 (3nt)。 尽 管 移 位 活性 可 以 在 体外 没有 
EF-G 和 GTP 时 表现 出 来 ,但 是 GTP 和 EF-G 是 移 


位 所 需要 的 。EF-G 必须 依靠 GTP 水 解释 放 的 能 量 
从 核糖 体 上 释放 出 来 ， 开 始 新 一 轮 延 伸 。EF-Tu- 
tRNA-GDPNP 三 元 复合 物 和 EF-G-GDP 二 元 复合 物 
的 三 维 结构 已 经 由 X 射线 晶体 图 分 析 确定 ， 正 如 所 
预计 的 那样 ， 它 们 非常 相似 。 

mRNA 分 子 中 的 玻 珀 、 赭 石和 卵 白 石 突 变 分 别 
产生 UAG, UAA 和 UGA 3 个 终止 密码 子 ， 造 成 肽 
链 翻 译 的 提前 终止 。 这 3 个 密码 子 也 是 mRNA 编码 
区 未 端的 正常 终止 信号 。 大 部 分 抑制 子 tRNA 具有 
改变 的 反 密码 子 ， 能 够 识别 终止 密码 子 ， 通 过 捅 入 
一 个 氨基 酸 人 允许 核糖 体 通过 终止 密码 子 移动 到 下 一 
个 密码 子 而 阻止 终止 。 

原核 生物 翻译 终止 受 3 种 因子 RF1、RF2 和 
RF3 的 介 导 。RF1 识别 终止 密码 子 UAA 和 UAG, 
RF2 识别 UAA 和 UGA, RF3 是 一 个 GTP 结合 蛋 
白 , 促进 RF] 和 RF2 与 核糖 体 结合 。 真 核 细胞 有 两 
个 释放 因子 eRF1 和 eRF3。eRF1 识别 所 有 3 个 终止 
密码 子 ，eRF3 是 一 种 核糖 体 依赖 性 GTP 酶 ， 能 帮 
Bh eRF1 释放 翻译 成 熟 的 肽 链 。 

原核 生物 通过 tmRNA 介 导 的 核糖 体 恢复 来 处 
理 非 终止 mRNA。 与 丙 氨 酰 -tRNA 类 似 的 丙 氨 酰 - 
tmRNA， 结 合 到 停 潜在 非 终 止 mRNA 上 的 核糖 体 
的 空 A 位 上 ,将 其 丙 氨 酸 添加 到 停滞 的 多 肽 上 。 
然后 核糖 体 转 而 翻译 tmRNA 的 ORF， 在 终止 前 给 
多 肽 再 添加 9 个 氨基 酸 。 这 些 须 外 的 氨基 酸 标定 待 
降解 的 多 肽 ， 核 酸 酶 降解 非 终止 mRNA。 真 核 生物 
在 非 终止 mRNA poly (A) 尾 末 端的 核糖 体 将 
Ski7P 外 来 体 复合 物 吸引 到 空 A 位 ， 然 后 Ski 复合 
物 结合 到 A 位 ， 外 来 体 正好 定位 于 非 终止 mRNA 
BOAR SH, 降解 RNA. 估计 异常 多 肽 同时 也 被 降 
解 了 。 

真 核 生物 通过 两 种 不 同 的 机 制 (NMD 和 NAS) 
来 处 理 提前 终止 密码 子 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ，NMD 
有 一 个 下 游 不 稳定 元 件 ， 包 括 结合 到 mRNA 的 外 显 
子 - 外 显 子 交界 处 的 Upfl 和 Upf2， 不 稳定 元 件 测定 
与 终止 密码 子 的 距离 。 如 果 终 止 密码 子 位 于 足够 远 
的 上 游 区 域 ， 它 可 能 就 是 提前 终止 密码 子 ， 激 活 下 
游 的 不 稳定 元 件 从 而 降解 mRNA。 在 酵母 中 ,终止 
密码 子 附近 缺少 正常 3 -UTR 或 poly (A) 会 被 识别 
为 非 正常 终止 密码 子 。NAS 机 器 能 识别 可 读 框 中 部 
的 终止 密码 子 ， 改 变 剪 接 模式 ， 使 提前 终止 密码 子 
从 成 熟 mRNA 中 剪接 掉 。 与 NMD 一 样 ， 这 一 过 程 
也 需要 Upf1。 

非 寻 常 氨基 酸 三代 半 胱 氨 酸 和 吡咯 赖 氨 酸 分 别 
响应 终止 密码 子 UGA 和 UAG 被 加 入 增长 的 多 肽 
中 , 机 制 如 下 : OME RAM: 特殊 的 tRNA 
(具有 识别 UGA 的 反 密码 子 ) 被 丝氨酸 加 载 ， 丝 氨 
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酸 再 被 转换 成 硒 代 半 胱 氨 酸 ，selenocysteyLtRNA 被 
特殊 的 EF-Tu 护送 到 核糖 体 上 ; 四 吡咯 赖 氨 酸 : 特 
殊 的 pyrrolysyl-tRNA 合成 酶 将 预先 形成 的 吡咯 赖 氨 
酸 连接 到 特殊 的 tRNA 上 ， 该 tRNA 的 反 密 码 子 识 
别 密码 子 UGA。 

多 数 新 生 多 肽 白 身 不 能 正确 折合 ,需要 分 子 伴 
但 的 帮助 。 巨 ,co 细胞 有 一 种 叫做 触发 因子 的 蛋白 
质 可 以 与 核糖 体 一 起 使 新 生 多 肽 从 核糖 体 的 出 口 通 
道 一 出 来 就 被 接 住 ， 这 样 新 生 多 肽 的 疏水 区 就 被 保 
护 起 来 而 避免 不 当 结合 ， 直 到 有 合适 的 搭档 。 古 菌 
和 真 核 生 物 没有 触发 因子 ， 它 们 必须 利用 游离 的 分 
子 伴 但 ， 这 在 细菌 中 也 存在 。 

翻译 终止 后 ， 核 糖 体 不 能 自发 地 从 mRNA 上 解 
离 ， 需 要 核糖 体循环 因子 (RRF) 和 EF-G 的 帮助 。 
RRF 与 tRNA 结构 十 分 类 似 ， 能 结合 在 核糖 体 的 A 
位 点 , 但 并 不 是 通常 的 tRNA 所 结合 的 位 置 。 然 后 
与 EF-G 合作 释放 50S 核糖 体 亚 基 ， 或 整个 核糖 体 。 
释放 机 制 现在 还 不 清楚 。 
复习 题 

1. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 翻 译 是 从 蛋白 质 
的 氨基 末端 开始 的 。 

2. 怎样 知道 mRNA 的 阅读 是 5 -~3 方向 ? 

3, 怎样 知道 遗传 密码 是 ， Ca) ERAH 
(b) 无 间隔 的 ;(c) 三 联 体 的 ; (d) 简 并 的 ? 

4. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 揭 示 两 个 密码 子 对 应 
于 一 个 氨基 酸 。 

5. 图 示 一 个 摆动 碱 基 对 ， 不 必 显示 所 有 原子 的 
位 置 ， 只 需要 碱 基 对 的 形状 ， 并 与 Watson-Crick BR 
基 对 的 形状 对 比 。 摆 动 在 翻译 中 的 重要 性 是 什么 ? 

6, 图 示 原 核 生物 的 翻译 延伸 过 程 。 

T. 图 示 喷 叭 霉 素 的 作用 模型 。 

8. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 fMertRNAI” 
占据 了 核糖 体 的 P 位 点 

9. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 EF-Ts 从 EF-Tu 
上 释放 GDP, 

10. 毛 霉 素 阻止 翻译 的 什么 步骤 ? 

11. 图 示 EF-Tu 和 EF-Ts 在 翻译 中 的 作用 。 

12. 提供 EF-Tu、GTP、 氨 酰 -tRNA 形成 三 元 
复合 体 的 证 据 。 

13. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 核糖 体 RNA 可 
能 是 肽 基 转移 酶 的 催化 因子 。 

14, 蛋白 质 合成 中 什么 是 初始 识别 和 校正 ? 

15, 叙述 实验 并 给 出 结果 ,说 明 在 移 位 中 
mRNA 以 3nt 单位 移动 。 

16. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 
都 是 移 位 所 必需 的 。 
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说 明 EF-G 和 GTP 


17. 描述 实验 , HA GTP 水 解 先 于 移 位 。 
18. 提供 琉 珀 密码 子 是 翻译 的 终止 密码 子 的 直 


19. 提供 琥珀 密码 子 是 UAG 的 证 据 。 

20. 解释 琥珀 抑制 子 是 如 何 工 作 的 ? 

21. 提供 琥珀 抑制 子 是 URNA 的 证 据 。 

22. 描述 分 析 释 放 因子 的 实验 。 

23. RF1、RF2 和 RF3 的 作用 各 是 什么 ? 

24. 怎样 知道 在 RF1 和 RF2 中 哪个 氨基 酸 识 别 
终止 密码 子 ? 

25. eRF1 和 eRF3 的 作用 是 什么 ? 

26. 图 示 原 核 生 物 处 理 非 终止 mRNA 的 机 制 。 

27. tmRNA 与 tRNA 之 间 的 何 种 差异 限制 了 
tmRNA 紧密 结合 核糖 体 的 能 力 ? 细胞 如 何 处 理 这 些 
缺陷 ? 

28. 图 示 哺 乳 动 物 细胞 处 理 非 终止 mRNA 的 
机 制 。 

29. 图 示 真 核 生 物 处 理 提前 终止 密码 子 的 两 种 
机 制 。 


分 析 题 


1. 以 下 作用 对 G 蛋白 活性 的 影响 效果 是 什么 ? 

a. 抑制 其 GAP; 

b. 抑制 其 鸟 叶 吟 核 苷 酸 交 换 蛋 白质 。 

2. 你 分 离 出 了 一 株 E. coli 突 变 体 ， 其 氨 酰 -tR- 
NA 合成 酶 在 温度 升 至 42C 时 使 反 密码 子 为 3- 
UUC-5 的 tRNA 被 加 载 天 冬 氨 酸 。 你 预期 这 对 细胞 
在 42YC 的 蛋白 质 合成 有 什么 影响 ， 为 什么 ?然后 分 
离 出 另 一 个 突变 体 ， 它 能 抑制 第 一 个 突变 。 你 追踪 
第 二 个 突变 到 tRNA 基因 ， 你 认为 第 二 个 突变 体 中 
哪个 tRNA 将 被 改变 ， 在 哪儿 改变 ? 推测 这 种 改变 
的 性 质 。 

3. 考虑 短 mRNA, 5'-AUGGCAGUGCCA-3'， 
RARE CSR. PRA, 1% F7 
问题 : 

a EXPERT RPAH EDRF? 

b 如 果 第 二 个 G 变 成 C， 有 多 少 密码 子 将 被 
改变 ? 

4. 如 果 是 下 列 改变 ， 对 可 读 框 和 基因 功能 会 产 
生 什 么 影响 ? 

a. 在 mRNA 中 间 插 入 2 个 碱 基 ; 

b. 在 mRNA 中 间 插入 3 个 碱 基 ; 

c 在 一 个 密码 子 中 插入 1 个 碱 基 并 从 下 一 个 密 
码 子 中 减 去 一 个 碱 基 。 

5. 如 果 密 码 子 有 6 碱 基 长 ， 你 认为 从 重复 的 四 
EFM [如 poly (UUCG)] 会 产生 什么 样 的 产物 ? 

6. 如 果 密 码 子 是 4 碱 基 长 ， 在 遗传 密码 中 会 有 


多 少 密码 子 ? 质 的 能 力 的 进化 变化 ， 你 认为 这 些 变化 以 什么 顺序 
7. 某 个 赭石 抑制 子 响 应 赭石 密码 子 插 人 谷 氨 酰 。 进行 ? 为 什么 ? 提示 : 见 Wang L. (2003), Expan- 
胺 ， 产 生 这 种 抑制 子 菌株 的 TRNAS* 反 密码 子 的 最 。 ding the genetic code. Science 302: 584~585. 
可 能 改变 是 什么 ? 
8. 描述 使 有 机 体 获 得 将 pyrrolysine 加 入 其 蛋白 翻译 马 纪 RE RGR 


第 19 章 核糖 体 和 转运 RNA 


结合 到 氨 酰 -tRNA 合成 酶 上 的 转运 tRNA 的 计算 机 生成 模型 Copyright © 
Kenneth Eward /BioGra ft/SS/Photo Researchers, Inc. 


在 第 3 章 我 们 学 习 了 和 蛋白质 翻译 的 几 方 面 内 容 ， 
知道 核糖 体 是 细胞 的 蛋白 质 工厂 ， 转 运 RNA 起 着 
至 关 重 要 的 适配器 作用 ， 其 一 端 结合 着 氨基 酸 ， 另 
一 端 连 接着 MRNA 密码 子 。 第 17、18 两 章 进一步 
讨论 了 翻译 的 起 始 、 延 伸 和 终止 机 制 ， 但 没有 深入 
讨论 核糖 体 和 tRNA。 本章 将 继续 讨论 翻译 ,更 详 
细 地 研究 这 两 个 重要 成 分 。 


19.1 核糖 体 


第 3 章 介 绍 了 E. coli 核 糖 体 是 沉降 系数 为 70S 
的 二 元 (two-part) 结构 ， 该 结构 的 两 个 亚 基 是 30S 
和 SOS 核糖 体 亚 基 。 在 第 3 章 我 们 也 了 解 到 小 亚 基 
的 功能 是 解码 mRNA， 而 大 亚 基 通 过 肽 键 将 氨基 酸 
连接 在 一 起 。 在 本 节 我 们 将 重点 讨论 细菌 核糖 体 的 
整体 结构 、 组 成 、 装 配 和 功能 。 


70S 核糖 体 的 精细 结构 


X 射线 结晶 学 可 提供 最 好 的 结构 信息 ， 但 对 于 
像 核糖 体 这 样 大 的 不 对 称 物体 则 十 分 困难 。 尽 管 如 
此 ，Harry Noller 及 同事 在 获得 适 于 X 射线 晶体 学 
研究 的 嗜 热 菌 的 核糖 体 品 体 方面 还 是 取得 了 成 功 。 
到 1999 年 ,他 们 已 经 获得 了 这 些 核糖 体 的 晶体 结 
构 ， 其 研究 在 当时 提供 了 完整 核糖 体 的 最 详细 的 结 
构 信息 ,分辩 率 高 达 7. BA, 

随后 ，Noller 及 同事 在 2001 年 结晶 出 嗜 热 菌 的 
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70S 核糖 体 复合 物 ， 外 加 mRNA 类 似 物 以 及 结合 到 
核糖 体 P 和 下 位 点 的 tRNA。 由 这些 晶体 获得 分 辨 
率 为 5.5A 的 结构 ， 较 之 以 前 的 结构 有 相当 大 的 提 
高 。 研 究 者 还 获得 相同 复合 物 的 tRNA 结合 或 未 结 
A A 位 点 的 晶体 ， 并 且 通 过 比较 获得 了 tRNA 在 A 
位 点 的 结构 ， 其 分 辩 率 达到 7A, 

图 19. 1 显示 70S 核糖 体 的 晶体 结构 。 图 19. la~ 
d 从 前 面 、 右 侧 、 背 面 、 左 侧 4 个 方向 显示 核糖 体 。 
各 部 分 的 颜色 表示 分 别 是 : 30S 亚 基 的 16S rRNA 
为 蓝 绿色 、30S 蛋白 为 蓝 色 ，50S 亚 基 的 23S rRNA 
为 灰色 、5S rRNA 为 深蓝 色 、50S 蛋白 为 紫色 。 在 
A、P、E 位 点 的 tRNA 分 别 用 金色 、 橙 色 、 红 色 表 
示 ， 由 于 它们 位 于 核糖 体 两 个 亚 基 间 的 裂缝 内 ， 在 
图 19. la~d 上 很 难看 到 。 大 部 分 核糖 体 蛋白 都 已 被 
鉴定 出 ， 注 意 L9 蛋白 从 核糖 体 主体 的 侧 边 伸 出 很 远 
(图 19. la 的 左 侧 )。 图 19. le 显示 核糖 体 的 俯视 图 ， 
图 19.1 中 3 个 tRNA 清晰 可 见 ， 注 意 3 个 tRNA 的 
反 密 码 子 茎 都 向 下 插入 位 于 底部 的 30S 亚 单位 。 

图 19.1f 和 图 19. 1g 显示 分 离 的 两 个 核糖 体 亚 
基 ， 以 便 揭 示 tRNA 结合 的 位 置 。 其 中 30S 亚 基 已 沿 
垂直 轴 心 旋转 了 180"， 所 以 能 看 到 3 个 tRNA, ER 
tRNA 结合 的 裂缝 在 两 个 亚 基 中 都 与 RNA 排 成 一 
行 . 在 这 个 视角 ， 蛋 白质 大 多 在 外 围 。 这 一 发 现 提 
示 ， 是 rRNA 而 不 是 蛋白 质 主宰 着 在 30S 亚 基 解 码 和 
50S 亚 基 多 肽 合成 中 至 关 重要 的 与 tRNA 的 相互 作 
用 。 此外， 核糖 体 与 3 个 tRNA 保守 部 分 的 相互 作用 
使 其 能 以 完全 相同 的 方式 结合 所 过 到 的 不 同 tRNA。 


还 需 注意 ， 图 19. lg H, RETER TF 
入 30S 亚 单位 。 位 于 A 位 和 了 位 tRNA 的 反 密码 子 
在 10A 以 内 相互 接近 ， 但 这 一 距离 还 不 足以 使 它们 
与 邻近 的 密码 子 结合 ， 核 糖 体 通过 将 A 位 和 P 位 密 
码 子 间 的 mRNA 扭转 45" 解 决 了 这 一 问题 (图 
19. 2)， 由 此 使 两 个 密码 子 以 合适 的 方向 被 RNA 解 
码 , 图 19.1 (f) 显示 在 50S 亚 基 中 位 于 A 位 和 P 
位 的 URNA 彼 此 紧密 地 靠近 ， 虽 然 在 这 个 视角 难以 看 
到 ,但 这 两 个 tRNA 的 受 体 茎 都 插入 50S 亚 基 的 肽 
基 转移 酶 口袋 内 ， 在 SÅ 距离 内 彼此 靠近 。 这 一 紧 
密 靠近 是 必要 的 ， 因 为 结合 于 这 两 个 tRNA 上 的 氨 
基 酸 和 多 肽 在 肽 键 形成 过 程 中 必须 结合 在 一 起 。 

70S 核糖 体 晶体 结构 揭示 了 亚 基 间 的 12 处 连接 
《〈 亚 基 间 桥 ，intersubunit bridge)， 见 图 19. 3。 多 数 
亚 基 间 桥 由 RNA 而 不 是 蛋白 质 组 成 ， 实 际 上 所 有 
tRNA- 结 合 位 点 附近 的 亚 基 间 桥 都 只 有 RNA。 注 
意 , 桥 B2a、B3、B5、B6 都 只 有 一 个 30S 亚 基 的 
16S rRNA 螺旋 域 (螺旋 44) (图 19. 3)。 该 螺旋 是 
连接 两 个 亚 基 的 主要 结构 ， 而 且 我 们 将 在 本 章 后 面 


图 19.1 嗜 热 菌 70S 核糖 体 的 晶体 结构 。(a~d) 从 4 个 不 同方 向 展 
示 核 糖 体 ， 每 个 核糖 体 相对 于 前 一 个 都 沿 垂直 轴 旋 转 90°, 在 Ca) 
中 ，30S 亚 基 在 50S 亚 基 前 面 。 代 表 颜 色 ，16S rRNA， 青 色 ; 30S 核 
糖 体 蛋 白 ， 蓝 色 ; 23S rRNA， 灰 色 ; 5S rRNA， 深 蓝 ; 50S 核糖 体 蛋 
Ai, 紫色 ; ÆA, P, ENA RNA 分 别 是 金色 、 橙 色 和 红色 ; 核 
糖 体 蛋 白 用 数字 标明 。 Ce) 俯视 图 :50S 亚 基 在 顶部 ，30S 亚 基 在 底 
部 ，3 个 tRNA 在 中 间 。(f) M Cg) 分 别 为 50S 和 30S 亚 基 的 作用 
面 ，30S 亚 基 旋 转 了 180" 以 揭示 作用 面 上 的 RNA, (Source: From 
Yusupov et al. , Science 292: p. 885. © 2001 by the AAAS, ) 


看 到 它 在 密码 子 - 反 密 码 子 识别 中 也 发 挥 作用 。 由 于 
tRNA 从 A 位 移动 到 已 位 再 到 E 位 需要 移动 20 一 50 
入 的 距离 ， 所 以 至 少 其 中 一 些 亚 基 间 桥 是 动态 的 断 
开 和 再 形成 ， 从 而 使 移 位 能 够 发 生 。 

图 19.4 是 更 模式 化 的 核糖 体 图 ， 突 出 3 个 重 
点 : 第 一 ， 在 两 个 核糖 体 亚 基 间 存在 一 个 大 洞 ， 可 
容纳 3 个 tRNA; 第 二 ，tRNA 通过 其 反 密码 子 末端 
与 30S 亚 基 相 互 作用 ， 同 时 也 结合 与 30S 亚 基 结合 
的 mRNA; 第 三 ，tRNA 通过 其 受 体 共 与 50S 亚 基 
相互 作用 ， 这 是 合理 的 ， 因 为 肽 基 转移 酶 反应 期 间 
受 体 茎 必须 在 一 起 ， 而 这 一 过 程 是 在 50S 亚 基 上 发 
生 的 , P 位 点 的 肽 酰 -tRNA 受 体 茎 所 连 的 肽 与 A 位 
点 氨 酰 -tRNA 受 体 茎 所 连 的 氨基 酸 相连 接 。 

2005 年 ，Jamie Doudna Cate 及 同事 取得 了 一 个 
重大 突破 ， 他 们 得 到 了 分 辩 率 为 3. 5A AYE. coli 70S 
核糖 体 晶体 结构 ! 这 一 突破 不 仅 在 于 获得 了 目前 所 
得 到 的 70S 核糖 体 的 最 高 分 辨 率 ， 更 在 于 它 是 人 们 
探寻 已 久 的 已 coli 70S 核糖 体 结构 ， 生 物化 学 和 遗传 
学 资料 已 经 对 它 的 结构 补充 了 几 十 年 了 。 在 获得 这 一 


+ 553 + 


mRNA A 
图 19.2 在 A 位 和 P 位 密码 子 - 反 密码 子 碱 基 配 对 的 立体 图 。3 个 位 点 的 tRNA 用 不 同 颜色 表示 
(A, ERG; P， 橙 色 ，E， 红 色 )。 密 码 子 和 反 密码 子 的 碱 基 如 图 底部 的 棒 型 所 示 。 注 意 密码 子 间 


mRNA 的 45 扭曲 。 未 显示 E 位 点 tRNA 的 反 密码 子 ， 因 为 它 不 与 mRNA BIER. (Source: 
From Yusupov et al. , Science 292; p. 893. © 2001 by the AAAS, ) 


19.3 亚 基 间 桥 界 面 示意 图 。(a) 和 (b) 分 别 是 50S 和 30S 亚 某 。 颜 色 表示 : 在 两 个 亚 基 中 大 rRNA 
为 灰色 、5S rRNA 为 深蓝 色 、 蛋 白质 为 淡 蓝 色 。tRNA 的 颜色 同 图 19. 1， 分 别 是 金色 、 橙 色 和 红色 ， 亚 
基 间 的 RNA-RNA 桥 以 粉色 表示 ， 蛋 白质 -蛋白 质 桥 以 黄色 表示 。 所 有 桥 都 以 数字 编号 (Bla、Blb、B2a 
2), (Source; From Yusupov et al. , Science 292: p. 890. © 2001 by the AAAS, ) 


50S EF-G 和 


EF-Tu 
结合 位 点 


图 19. 4 核糖 体 示意 图 。(a) 70S 核糖 体 ， 显 示 两 个 亚 基 问 的 大 洞 ， 一 次 能 容纳 3 个 tRNA。 显 示 位 于 P 
位 的 肽 酰 -tRNA， 新 生 多 肽 进入 50S 亚 基 的 出 口 通道 。 注 意 ，tRNA 通过 其 反 密码 子 末端 与 30S 亚 单位 相 
互 作用 ， 通 过 其 受 体 茎 与 50S 亚 基 相互 作用 。(b) 30S 亚 基 及 结合 的 mRNA 和 3 个 tRNA。(c) 50S WE 
及 结合 的 mRNA 和 3 个 tRNA. (Source: Adapted from Liljas, A., Function is structure. Science 285: 
2078, 1999, ) 
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结构 之 前 ,科学 家 不 得 不 用 E. coli 的 生物 化 学 和 遗 
传 学 数据 去 解释 另 一 个 细菌 〈 嗜 热 菌 ) 核糖 体 的 结 
构 ， 在 多 数 情况 下 这 是 一 种 有 效 方法 ,但 也 总 有 一 
些 怀疑 ， 毕 况 两 种 细菌 的 生存 环境 有 极 大 的 不 同 : 
一 个 是 哺乳 动物 的 肠 道 ， 另 一 个 是 沸腾 的 热 泉 。 

最 新 结构 包含 了 大 量 数据 ， 尚 有 待 全 面 分 析 。 
然而 ， 已 经 呈现 出 几 个 有 趣 的 发 现 ， 最 惊人 的 是 卓 
体 的 每 个 单 晶 都 含有 两 种 不 同 的 核糖 体 结构 ， 命 名 
为 “核糖 体 I” 和 “核糖 体 I"。 两 种 结构 的 主要 差 
异 是 核糖 体 结构 域 的 刚体 运动 ， 其 中 最 显著 的 是 
30S 颗粒 的 头 部 转动 ， 从 “核糖 体 I” 到 “核糖 体 
JP 偏向 下 位 点 6*。 比 较 T. thermophilus IE. coli 
核糖 体 工时 ， 这 种 转动 更 清晰 〈 偏 向 下 位 点 12°). 

头 部 的 这 种 转动 一 定 与 mRNA 和 tRNA 在 核糖 
体 上 的 移 位 有 关 。 实 际 上 ，Joachim Frank 和 Rajen- 
dra Kumar Agrawal 在 2000 年 就 做 了 移 位 期 间 核糖 
体 的 冰冻 -电子 显微镜 研究 ， 注 意 到 两 个 亚 基 的 相对 
运动 ， 在 这 一 过 程 中 ，mRNA 的 通道 变 宽 以 方便 移 
位 ， 移 位 之 后 ， 通 道 又 关闭 。 因 此 移 位 过 程 中 核糖 
体 好 像 一 个 辐 轮 〈ratchet) 30S 颗粒 头 部 的 转动 可 
能 是 这 个 吉 轮 作用 的 一 部 分 。 

真 核 生物 的 胞 质 核糖 体 比 原核 生物 的 复杂 得 多 。 
在 哺乳 动物 中 ， 整 个 核糖 体 的 沉降 系数 是 80S， 由 
40S 和 60S 亚 基 组 成 。 真 核 生物 细胞 器 也 有 自己 的 
核糖 体 ， 但 是 简单 一 些 ， 甚 至 比 细菌 的 核糖 体 还 要 
简单 。 

小 结 嗜 热 菌 70S 核糖 体 结合 了 mRNA 类 
似 物 和 3 个 tRNA 的 复合 体 晶体 结构 揭示 了 以 下 
内 容 ，3 个 TRNA ( 译 者 注 ， 应 为 tRNA) 和 多 数 
看 白质 的 位 置 和 三 级 结构 都 能 被 确定 。 位 于 A, 
P、 下 位 点 的 tRNA 的 形状 和 位 置 是 显而易见 的 。 
核糖 体 中 tRNA 结合 位 点 主要 是 由 rRNA 而 不 是 
蛋白 质 组 成 的 。 A、P 位 点 的 tRNA 反 密 码 子 相 
互 间 紧密 鞭 近 足以 和 邻近 的 结合 到 30S 亚 基 上 的 
密码 子 碱 基 配 对 ， 两 个 密码 子 间 的 mRNA 扭转 
了 45"。 在 50S 亚 基 的 肽 基 转 移 酶 口袋 内 ，A、P 
位 点 上 tRNA 的 受 体 茎 也 相互 紧密 靠近 ， 仅 相距 
5A， 这 与 肽 键 形成 过 程 中 两 个 受 体 荃 相互 作用 的 
需求 相 一 致 。 可 以 看 到 亚 基 间 有 12 个 接触 点 、 
其 中 大 部 分 是 以 RNA-RNA 相互 作用 介 导 的 。 

Ecoli 核 精 体 的 蝇 体 结构 含有 两 种 结构 ， 差 异 
是 由 核糖 体 结构 域 的 相对 刚体 运动 引起 的 。 具 体 来 
讲 ，30S 颗粒 的 头 部 转动 了 6， 相 比 之 下 ， 
T. thermophilus 核糖 体 转 动 了 12"。 这 种 转动 可 能 是 
移 位 过 程 中 核糖 体 做 坏 轮 运动 的 一 部 分 。 

真 核 生物 的 胞 质 核糖 体 比 原核 生物 核糖 体 更 大 、 
更 复杂 ,但 是 真 核 生 物 细胞 器 中 的 核糖 体 却 比 原核 


生物 的 要 小 。 
核糖 体 的 组 成 


在 第 3 章 我 们 学 过 E. coli 30S 核糖 体 亚 基 由 1 
分 于 16S rRNA 和 21 个 核糖 体 蛋 白 组 成 ， 而 50S 颗 
粒 含有 2 个 rRNA (5S 和 23S) 及 34 个 核糖 体 蛋 
白 。 用 苯酚 抽 提 核糖 体 去 除 蛋白 质 ， 在 溶液 中 留 下 
rRNA， 因 此 可 相对 容易 地 纯化 RNA, rRNA 的 大 
小 可 通过 超速 离心 法 确定 。 

但 是 核糖 体 和 蛋白 是 非常 复杂 的 混合 物 ， 需 通 
过 更 好 的 方法 来 分 离 。 利 用 单 向 SDS-PAGE 可 将 
30S 核糖 体 蛋白 展现 为 若干 不 同 的 条 带 ， 分 子 质 最 
8 一 60kDa， 但 有 些 蛋 白质 在 这 一 方法 中 不 能 完全 
分 离 。1970 Æ, E. Kaldschmidt 和 H. G. Wittm- 
ann 用 双向 凝 胶 电 泳 几 乎 完全 将 两 个 亚 基 的 蛋白 质 
加 以 分 离 。 在 这 个 实验 中 ， 丙 烯 酰胺 双向 凝 胶 电 
泳 〈 不 含 SDS) 仅 在 两 个 不 同 pH 和 丙烯 酰胺 浓 彰 
下 进行 。 

图 19. 5 给 出 了 E.coli 30S 和 50S 蛋白 质 的 双向 
电泳 结果 。 每 个 点 含有 1 个 蛋白 质 ， 对 30S 的 蛋 向 | 
质 定名 为 S1-S21， 对 50S 的 蛋白 质 定名 为 L1-L33 
(134 看 不 见 )。S 和 工分 别 代表 小 的 和 大 的 核糖 体 
亚 基 。 数字 编号 从 最 大 的 蛋白 质 开始 到 最 小 的 蛋白 
质 结束 ， 因 此 Sl 约 60kDa, S21 约 8kDa, APH 19.3 
上 几乎 可 以 看 见 所 有 的 蛋白 质 ， 并 且 几 乎 所 有 的 蛋 
白质 都 能 与 邻近 的 蛋白 质 分 离开 。 

真 核 生物 核糖 体 更 加 复杂 。 哺乳 动物 40S 亚 其 
含有 一 个 18S rRNA 和 大 约 30 种 蛋白 质 。 哺 乳 动物 
60S 亚 基 含有 3 个 rRNA (5S, 5. 8S 和 28S) 以 及 约 
40 种 蛋白 质 。 我 们 在 第 10 和 16 章 已 经 学 过 ， 
5.8S、18S 和 28S rRNA 都 来 自 于 同一 转录 物 ， 由 
RNA 聚合 酶 1 产生 ， 但 5S rRNA 由 RNA 聚合 酶 II 
单独 转录 产生 。 真 核 生 物 细胞 器 rRNA 甚至 比 原核 
生物 的 同类 rRNA 还 小 。 例如， 哺乳 动物 线粒体 的 
小 核糖 体 亚 基 有 一 个 TRNA， 其 沉降 系数 仅 为 12S。 

‘MBE, coli 30S 亚 基 含 有 1 个 16S rRNA 
和 21 种 蛋白 质 《Sl-S21)，50S 亚 基 含有 1 个 5S 
rRNA, 1 个 23S rRNA 和 34 种 蛋白 质 (Ll~ 
L34). 真 核 生物 的 胞 质 核糖 体 比 原核 生物 同类 核 
糖 体 更 大 且 含 有 更 多 的 RNA 和 蛋白 质 。 


核糖 体 的 组 装 


一 旦 分 离 出 所 有 的 核糖 体 蛋白 ， 至 少 在 理论 上 
它们 就 能 被 加 回 rRNA 中 产生 完全 有 活性 的 核糖 体 。 
Masayasu Nomura 及 同事 最 先 获得 了 这 种 重组 
E. coli30S 核 糖 体 亚 基 。 他 们 将 纯化 的 蛋白 质 加 入 
16S rRNA,， 重 新 生成 了 一 个 有 活性 的 30S 颗粒 ， 其 
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图 19.5 蛋白 质 的 双向 凝 胶 电 泳 。(a) E. coli 30S WH (b) E.coli 50S 亚 基 。 和 蛋白 质 按 编号 鉴定 ，S 表示 
核糖 体 小 亚 基 ，L 表示 核糖 体 大 亚 基 。 第 一 向 (水 平方 向 ) 电泳 ，pH8. 6，8% 丙 烯 酰胺 ; 第 二 向 EL 
方向 ) 电泳 ，pH4. 6，18% 丙 烯 酰 胺 。 在 这 两 张 胶 图 上 看 不 见 蛋 白质 S11 和 L31， 它 们 的 位 置 根据 其 他 实 
验 结果 用 虚线 圆 点 标 出 。(Source: Kaltschmidt, E. and H. G. Wittmann, Ribosomal proteins XII; Number 
of proteins in small and large ribosomal subunits of Escherichia coli as determined by two-dimensional gel 
electrophoresis. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 67 (1970) f. 1-2, pp. 1277-78. ) 


活性 检测 是 将 重组 的 30S 颗粒 与 50S 颗粒 结合 生成 
能 进行 体外 翻译 的 70S 核糖 体 。 

这 种 体外 重组 实验 表明 30S 亚 基 是 一 种 自 组 装 
(self-assembling) 实体 ， 其 各 组 分 装配 成 有 活性 单 
位 时 不 需要 外 来 物 帮 助 。 这 让 Nomura 去 探究 一 个 
有 趣 的 问题 :核糖 体 各 组 分 以 什么 顺序 组 装 呢 ? 他 
通过 几 种 方式 回答 了 这 个 问题 。 在 其 中 一 个 实验 中 ， 
Nomura 及 同事 用 放射 性 标记 所 有 的 蛋白 质 ， 然 后 
各 自分 别 加 入 16S rRNA， 通 过 闪烁 计数 法 测定 它 
们 的 结合 〈 没 有 16S rRNA， 就 无 法 形成 任何 颗粒 ) 。 
S4 和 S8 两 种 蛋白 质 与 16S rRNA 结合 得 非常 好 〈 占 


(a) (b) 


天 然 30S 亚 基 的 80%~G0%), 另外 4 种 次 之 , AWE 
的 根本 不 结合 。 这 表明 S4 和 S8 在 所 有 蛋白质 中 最 
先 结合 。 确实 ， 一 旦 这 两 个 蛋白 质 结合 ， 下 一 组 蛋 
白质 就 跟着 结合 ， 之 后 另 一 组 也 可 以 结合 了 。 

图 19.6 是 这 类 实验 的 一 个 例子 ，Nomura 小 组 
试图 确定 S12 结合 所 必需 的 蛋白 质 。 图 19. 6a 证 明 
SA, S7, S8, S13, S16 和 S20 这 一 组 蛋白 不 足以 促 
进 S12 的 结合 。 相 反 ， 图 19.6b 显 示 SH, S8, SIE 和 
S17 这 一 组 蛋白 质 是 有 效 的 。 图 19. 6b 中 唯一 没有 出 
现在 图 19. 6a 中 的 新 蛋白 质 是 S17， 表 明 S17 在 S12 
结合 中 是 重要 的 ， 虽 然 这 个 实验 不 能 告诉 我 们 S12 
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组 分 号 
图 19.6 30S 核糖 体 蛋 白 对 S12 结合 16S rRNA- 蛋 白质 复合 物 的 影响 。Nomura 及 同事 把 [H] S12 加 到 
16S rRNA 中 ， 再 加 入 以 下 蛋白 质 混合 物 ，(a) S4、S7、S8、S13、S16 和 S20; (b) S4, S8, S16 和 S17; 
O 所 有 蛋白 ， 除 了 S12. MAZE. X3 组 蛋白 质 混合 物 进 行医 糖 密度 梯度 离心 ， 收 集 样品 ， 用 闪烁 计 
数 法 测量 其 放射 性 并 检测 260nm 处 的 光 吸 收 。 观 察 到 对 照 组 (c) 有 最 大 结合 。(b) 组 只 有 4 种 蛋白 质 ， 
也 有 相当 显著 的 结合 。(a) 组 缺少 S17， 没 有 结合 。(Source: Adapted from Held, W. A., B. Ballou, 
S. Mizushima, and M. Nomura, Assembly mapping of 30S ribosomal proteins from Esherichira coli: Fur- 
ther studies. Journal of Biological Chemistry 249; 3109, 1974.) 
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是 否 直接 与 S17 结合 。 

按照 上 述 策略 ，Nomura 建立 了 如 图 19.7 所 示 
的 核糖 体 组 装 图 assembly map) 。 图 中 的 箭头 表示 
一 个 蛋白 质 促进 另 一 个 蛋白 质 的 结合 。 如 S17 促进 
S12 的 结合 。 箭 头 越 粗 ， 促 进 作用 越 强 。 如 S17 对 
S12 结合 的 影响 比 对 于 So 更 强 。 
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1 
hy * 
图 19.7 ABH MI 30S 核糖 体 亚 基 组 装 图 。 深 
色 箭 头 表示 强 的 促进 作用 ， 细 箭头 表示 促进 作 
用 较 弱 。 从 大 阴影 框 出 来 指向 S11 的 第 头 表 示 
其 中 的 某 些 蛋白 质 能 促进 S11 的 结合 ， 但 还 不 
清楚 是 娜 个 。 虚 线 以 上 的 蛋白 质 在 重组 中 间 产 
物 的 颗粒 〈RI) 中 都 有 发 现 ， 虚 线 以 下 的 在 中 
间 产 物 中 未 发 现 。( Source: Adapted from 
Held, W.A., B Ballou, S.Mizushima, and 
M. Nomura, Assembly mapping of 30S riboso- 
mal protein from Esherichira coli: Further stud- 
ies, Journal of Biological Chemistry 249: 
3109, 1974.) 


那么 ， 这 个 装配 图 与 体内 的 装配 过 程 有 关系 吗 ? 
证 据 表 明 是 有 关系 的 。 例 如 ， 图 中 最 后 加 入 的 蛋白 
质 应 在 核糖 体 的 外 面 。 确 实 ， 这 些 蛋白 质 对 于 蛋白 
水 解 酶 和 蛋白 质 结合 试剂 的 攻击 非常 敏感 。 此 外 ， 
E.coli 冷 敏 感 突变 株 在 低温 下 产生 只 有 9 种 蛋白 质 
的 缺陷 型 30S 颗粒 ， 估 计 这 些 蛋 白质 是 体内 第 一 批 
加 入 16S rRNA 的 。 果然， 除了 一 个 例外 ， 其 他 都 
是 装配 图 中 早期 出 现 的 。 

50S 亚 基 的 重新 装配 更 具 挑战 性 。 首 先 ，E. coli 
的 50S rRNA 和 看 白质 在 体外 不 能 自 组 装 ， 问 题 出 


在 50S 亚 基 的 组 装 过 程 太 依赖 温度 了 ， 以 至 于 核 
糖 体 蛋白 在 组 装 所 需 的 高 温 下 会 变性 。 为 克服 这 
一 难题 ， 实 验 者 转 而 采用 耐 高 温 的 哮 热 脂肪 芽孢 
杆菌 。 他 们 相信 这 种 生活 在 极 高 温 环境 中 的 细菌 
应 该 含有 能 忍受 50S 亚 革 重 组 所 需 高 温 的 热 稳定 
蛋白 。 他 们 是 正确 的 ， 有 活性 的 嗜 热 脂肪 芽孢 杆 
菌 的 50S 颗粒 能 在 体外 重新 组 装 ， 并 且 这 一 重组 
过 程 的 最 适 温 度 为 60C 。 至 1974 年 ， 用 避免 极 
高 温 的 两 步 实验 法 成 功 地 在 体外 重新 组 装 了 
E.coli 核糖 体 50S 亚 基 。 尽管 有 这 一 早期 成 功 的 
例子 ， 但 目前 尚未 获得 其 他 任何 生物 的 50S 核糖 
体 亚 基 的 全 面 组 装 图 。 

AN 30S 核糖 体 亚 基 的 体外 重组 从 16S 
TRNA 开始 ， 蛋 白质 有 顺序 地 、 协作 性 地 结合 
上 去 ， 先 加 入 的 蛋白 质 帮助 后 面 的 蛋白 质 结合 
于 组 装 颗 粒 上 


30S 亚 基 的 精细 结构 


知道 E. coli rRNA 的 序列 后 ， 分 子 生 物 学 家 就 
立刻 提出 了 其 二 级 结构 模型 ， 目 的 是 发 现在 分 子 内 
进行 最 佳 碱 基 配 对 的 最 稳定 分 子 。 图 19.8 是 16S 
TRNA 的 共有 二 级 结构 ， 该 结构 已 被 30S ROMA TE 
MEA) X 射线 晶体 学 研究 所 证 实 。 注意， 这 个 分 子 存 
在 广泛 的 碱 基 配 对 ， 并 且 可 被 分 成 3 个 几乎 独立 折 
ROAR 其 中 一 个 具有 两 个 亚 结构 域 )， 以 不 同 
的 颜色 突出 显示 。 

16S rRNA 的 三 维 排列 怎样 与 完整 核糖 体 亚 基 中 
核糖 体 蛋 白 的 位 置 相 关 呢 ? 获得 这 一 信息 的 最 好 方法 
是 进行 X 射线 晶体 学 研究 。2000 年 V. Ramakrishnan 
及 同事 成 功 地 获得 分 辩 率 为 3. 0 A 的 嗜 热 细菌 30S 亚 
基 的 晶体 结构 。 几 乎 在 同一 时 间 ，Francois Franceschi 
小 组 确定 了 分 辩 率 为 3. 3A 的 同样 结构 。Ramakrish- 
nan 及 同事 获得 的 结构 包含 16S rRNA (99% 以 上 的 
RNA 分 子 ) 的 全 部 有 序 区 域 和 20 种 核糖 体 蛋 白 〈 占 
蛋白 质 总 数 的 95%%)。 结 构 中 所 缺失 的 蛋白 质 部 分 仅 
在 其 无 序 末端 。 

FA 19. 9a 是 16S rRNA 的 立体 图 ，RNA 清楚 地 
勾勒 出 核糖 体 的 所 有 重要 部 位 ， 包 括 头 部 、 平 台 和 
基部 〈 这 里 称 为 主体 )。 另 外 可 见 连接 头 部 与 主体 的 
颈 、 从 头 部 向 左 侧 伸 出 的 咏 〈 有 时 称 为 鼻 ) 以 及 位 
于 主体 左下 方 的 一 个 刺 。 颜 色 标识 与 图 19. 8 相同 ， 
以 强调 16S rRNA 的 二 级 结构 元 件 与 独立 的 三 级 结 
构 元 件 的 对 应 。 图 19. 9b 显示 带 有 蛋白 质 的 30S 亚 
基 的 正面 和 背面 视图 ， 蛋 白质 没有 引起 亚 基 整 体形 
状 的 改变 。 换 句 话说 ， 蛋 白质 并 没有 专门 构成 亚 基 
的 任何 主要 部 分 。 以 上 说 法 并 不 意味 着 16S rRNA 
在 没有 蛋白 质 情况 下 就 会 形成 这 里 所 示 的 形状 ， 只 
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H27 


H44 


表明 rRNA 是 30S 亚 基 很 重要 的 部 分 ， 以 至 于 在 完 
整 亚 基 中 其 形状 与 亚 基 自身 骨架 相似 。 大 部 分 蛋白 
质 的 位 置 与 早期 用 其 他 方法 确定 的 位 置 非常 一 致 . 
小 结 “16S rRNA 的 序列 研究 引起 对 该 分 子 
二 级 结构 〈 分 子 内 碱 基 配对 ) 的 推测 。X 射线 结 
晶 学 研究 证 实 了 这 些 研究 的 结论 。30S 亚 基 的 
16S rRNA 具有 广泛 的 碱 基 配 对 ， 其 形态 基本 上 
勾勒 出 整个 颗粒 的 形态 。X 射线 结晶 学 研究 也 证 
实 了 大 部 分 30S 核糖 体 蛋白 的 位 置 。 
30S 亚 基 与 抗生素 的 相互 作用 Ramakrishnan 
及 同事 也 获得 了 结合 3 种 不 同 抗生素 的 30S 亚 基 的 
晶体 结构 。 其 中 壮观 霉 素 抑制 移 位 ， 链 埋 素 引起 翻 
译 错误 ， 巴 龙 霉 素 通过 另 一 种 机 制 增加 出 错 率 。 基 
于 这 些 结果 连同 30S 亚 基 自身 的 结构 ， 我 们 对 翻译 
机 制 有 了 更 深入 的 了 解 。 
首先 ， 他 们 从 70S 核糖 体 整 体 结构 上 《〈 图 
19. 1) 对 30S 亚 基 结 构 上 3 个 氨 酰 -tRNA 进行 了 定 
位 。 图 19. 10a 和 图 19. 10b 显示 两 种 不 同 视图 所 示 
结合 在 30S 亚 基 A、P、E 位 点 的 氨 酰 -tRNA 反 密码 
子 茎 环 的 位 置 和 假想 mRNA 密码 子 的 位 置 。 令 人 意 
外 的 是 ，A 位 和 了 位 的 密码 子 和 反 密码 子 位 于 30S 
亚 基 颈 部 附近 几乎 没有 蛋白 质 的 地 方 。 因 此 ， 密 码 
子 - 反 密 码 子 识别 发 生 在 16S rRNA 片段 和 很 少量 蛋 
白质 围绕 的 环境 中 。 图 19. 10c 显示 16S 的 哪些 部 分 
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图 19.8 16S rRNA 的 二 级 结构 。 本 结构 
基于 嗜 热 菌 30S 核糖 体 亚 基 的 最 佳 碱 基 
配对 和 X 射线 晶体 学 分 析 。 标 出 的 两 个 
螺旋 (H27 和 H44) 和 530 环 在 本 章 的 
后 面 讨 论 。 红色 ，5 结构 域 ; 绿色 ， 中 
心 结构 域 ; 黄色 ，3 大 结构 域 ; 蓝 绿色 ， 
3' 小 结构 域 。( Source: Adapted from 
Wimberly, B. T., D. E. Brodersen, W. 
M. Clemons Jr., R.J. Morgan-Warren, 
A. P. Carter, C. Vonrhein, T. Hartsch, 
and V. Ramakrishnan, Structure of the 
30S ribosomal subunit, Nature 407 (21 
Sep 2000) f. 2a, p. 329, ) 


参与 了 这 3 个 位 点 。 

了 解 30S 亚 基 上 3 种 抗生素 的 结合 位 置 有 助 于 
PABA 30S 亚 基 的 两 种 活性 ， 移 位 和 解码 (decoding, 
密码 子 - 反 密 码 子 相互 作用 )。30S 亚 基 的 几何 学 研 
究 提 示 ， 移 位 一 定 包括 头 部 相对 于 主体 的 移动 ， 壮 
MER (spectinomycin) 是 一 种 阻止 移 位 的 刚性 三 
环 分 子 ， 它 在 30S 亚 基 上 的 结合 位 点 靠近 其 移 位 时 
头 部 转动 的 基点 。 因 此 ， 壮 观 霉 素 处 于 阻 断 移 位 所 
必需 的 头 部 转动 的 位 置 。 

MEA (streptomycin) ”通过 于 扰 密 码 子 - 反 
密码 子 的 初始 识别 及 校正 而 增加 翻译 的 出 错 率 。 链 
TRAE 30S 亚 基 上 的 结合 位 点 (图 19, 11) 可 部 分 
提供 其 作用 机 制 的 线索 。 链 霉 素 十 分 靠近 A 位 点 ， 
而 此 处 发 生 解码 。 具 体 讲 ， 它 与 16S rRNA 的 螺旋 
H27 上 的 A913 有 紧密 接触 。 

链 釜 素 的 这 一 位 置 很 重要 ， 因 为 在 翻译 时 H27 
曾 旋 有 两 种 可 变 的 破 基 配对 模式 ， 并 且 这 两 种 模式 
影响 翻译 准确 性 。 第 一 种 模式 称 为 ram (来 自 ribo- 
some ambiguity， 核 糖 体 含糊 ) 模式 。 正 如 其 名 字 所 
指 ， 这 种 碱 基 配 对 模式 能 稳定 密码 子 与 反 密 码 子 甚 
至 非 同类 反 密码 子 间 的 相互 作用 ， 所 以 翻译 的 准确 
性 在 ram 状态 很 低 (Ramakrishnan 及 同事 获得 的 核 
糖 体 晶体 结构 在 ram 状态 下 具有 H27 螺旋 )。 另 
一 种 碱 基 配 对 模式 是 严谨 的 〈restrictive) ， 要 求 密 


图 19.9 30S 核糖 体 亚 基 的 晶体 结构 。(a) 哮 热 细菌 30S 亚 基 的 16S rRNA 部 分 的 立体 图 ， 主 要 特征 ， 日 ， 
头 部 ，Be: MAR; Sh: AAB: N: 颈 部 ，P: 平台 部 ，Bo 主体 Sp. 刺 。 颜 色 与 图 19. 8 含义 相同 。(b) 带 
有 看 白质 的 30S 亚 基 (紫色 ) 的 前 面 和 背面 观 。 前 面 通常 认为 是 30S 亚 基 与 50S 亚 基 的 相互 作用 面 。 注 意 ， 这 
是 两 个 不 同 角度 的 视图 ， 不 是 立体 图 ，(Source: Wimberly, BT., D. E. Brodersen, W. M. Clemons Jr. , 
R. J. Morgan-Warren, A. P. Carter, C. Vonrhein, T. Hartsch, and V. Ramakrishnan, Structure of the 30S 
ribosomal subunit, Nature 407 (21 Sep 2000) f. 2b, p.329. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


(a) 


图 19. 10 30S 核糖 体 亚 基 的 A、P、E 位 点 的 定位 。(a) Al (b) 是 30S 核糖 体 亚 基 上 推测 的 反 密 码 子 茎 
环 和 MRNA 密码 子 位 置 的 两 个 视图 。 反 密码 子 芭 环 颜色 为 紫红 色 〈A 位 点 )、 红 色 (P 位 点 ) 和 黄色 CE 
位 点 )。mRNA 密码 子 颜色 为 绿色 〈A 位 点 ) 、 蓝 色 (P 位 点 ) 和 虚线 紫红 色 CE 位 点 )。 C) 16S rRNA 
的 二 级 结构 ， 显 示 各 个 位 点 的 相关 区 域 ， 与 (a) 和 (bd 中 反 密 码 子 颜 色 一 致 ， 紫 红色 〈A 位 点 ) 、 红 色 
CP 位 点 ) 和 黄色 CE 位 点 )。( Source: Carter, A.P., W.M. Clemons Jr., D.E. Brodersen, 
R. J. Morgan-Warren, B. T. Wimberly, and V. Ramakrishnan, Functional insights from the structure of the 
30S ribosomal subunit and its interactions with antibiotics. Nature 407 (21 Sep 2000) f.1, p.341. Copy- 
right © MacMillan Magazines Ltd. ) 


码 子 和 反 密 码 子 间 准确 配对 。 如 果 核 糖 体 被 锁 在 
ram 状态 ,会 很 容易 与 非 关 联 氨 酰 -tRNA 结合 ， 且 
不 能 转换 成 校正 所 要 求 的 严谨 状态 ， 结 果 导 致 翻译 
不 准确 。 如 果 核 糖 体 被 锁定 在 严谨 状态 ， 则 是 高 度 
准确 的 ， 很 少 出 错 ， 但 氨 酰 -tRNA 很 难 结合 A 位 
点 ， 所 以 翻译 效率 低 。 

BER A 30S 亚 基 间 的 相互 作用 表明 它 能 稳定 


ram 状态 ， 从 两 方面 降低 翻译 的 准确 性 。 第 一 ， 解 
码 过 程 中 链 霉 素 偏爱 ram 模式 ， 因 而 促进 密码 子 与 
非 关联 氨 酰 -IRNA 间 的 配对 ， 第 二 ， 链 霉 素 抑制 其 
向 校正 所 必需 的 严谨 模式 的 转变 。 

对 核糖 体 蛋 白 S12 的 突变 既 能 赋予 核糖 体 链 霉 
素 抗 性 又 能 赋予 链 霉 素 依赖 性 ， 而 所 有 这 些 S12 突 
变 几 乎 都 位 于 使 H27 的 908~915 和 H18 的 524~ 
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图 19.11 链 才 素 与 核糖 体 30S 亚 基 的 相互 作用 。 (a) HERSE 30S WAHL FAIA. HEM 
HAF AR We FEA AR CRE, 30S 亚 基 有 或 无 抗生素 形成 不 同 的 电子 密度 )。 显示 
16S rRNA 附近 的 螺旋 ， 尤 其 注意 H27 螺旋 〈 黄 色 )， 它 对 于 抗生素 的 活性 至 关 重要 ， 还 要 注意 A 位 点 附 
近 的 唯一 蛋白 质 S12 (橙色 ) 的 位 置 ， 它 对 于 链 霉 素 的 活性 也 很 重要 ， 红 色 显 示 链 短 素 抗 性 细胞 中 被 改变 
的 S12 的 氨基 酸 。(b) 链 霉 素 特殊 基 团 〈 含 有 标号 为 T、IL、II 的 环 ) 与 30S 亚 基 上 相 邻 原子 的 相互 作用 。 
注意 H27 的 A913 和 S12 的 Lys45 的 相互 作用 。 (0 另 一 个 链 霉 素 与 其 邻近 分 子 的 立体 图 。 颜 色 含义 与 
(a) 图 相同 。 再 次 注意 H27 (黄色 ) 和 S12 HEE). (D 链 霉 素 结合 位 点 在 完整 30S WHE EMI. E 
素 以 小 的 红色 空间 充填 模型 表示 ， 所 处 位 点 是 各 色 16S rRNA 螺旋 汇聚 之 处 。(Source: Carter, A. P. , 
W. M. Clemons Jr. , D. E. Brodersen, R. J. Morgan-Warren, B. T. Wimberly, and V. Ramakrishnan, Func- 
tional insights from the structure of the 30S ribosomal subunit and its interactions with antibiotics. Nature 


407 (21 Sep 2000) f.5, p.345. Copyright © Macmillan Magazines Ltd. ) 


527 稳定 的 蛋白 质 区 域 ， 这 里 也 是 16S rRNA 使 ram 
状态 稳定 的 地 方 。 

这 些 现象 使 Ramakrishnan 及 同事 提出 了 以 下 的 
二 元 假设 (two-part hypothesis): #—, JEEE 
素 抗 性 的 S12 突变 使 ram 状态 不 稳定 ， 足 以 抵消 由 
MERIEN ram 状态 稳定 性 ， 结 果 使 核糖 体 在 即 
使 有 链 雷 素 存 在 的 情况 下 也 能 正常 工作 。 第 二 ， 引 
起 链 惫 素 依赖 性 的 S12 突变 对 ram 状态 的 稳定 性 降 
低 得 太 多 ， 以 至 于 突变 核糖 体 需要 链 霉 素来 维持 
ram 状态 的 正常 稳定 性 ， 结 果 导 致 核糖 体 没有 链 霉 
RRA EK OE 

换 句 话说 ， 准 确 有 效 的 蛋白 质 翻译 依赖 于 核糖 
体 ram RAAF BRAS EO. BER RH REE 
ram 状态 使 平衡 向 低 准 确 性、 高 效率 倾斜 ， 而 S12 
突变 通过 促进 严谨 状态 使 平衡 向 高 准确 性 、 低 效率 
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倾斜。 为 验证 这 一 假说 ， 需 要 有 处 于 严谨 状态 的 
30S 亚 基 结 构 ， 以 便 与 Ramakrishnan 及 同事 所 提供 
的 ram 状态 相 比较 。 

EŻEK 〈paromomycin) ”通过 结合 到 A 位 
点 降低 翻译 的 准确 性 。Ramakrishnan 及 同事 在 2000 
年 发 现 ， 巴 龙 霉 素 结合 于 H44 螺旋 的 大 沟 中 并 使 碱 
基 A1492 和 Al1493“ 弹 出 "， 即 迫使 这 些 碱 基 从 大 沟 
出 来 ， 并 置 于 与 A 位 点 密码 子 与 反 密 码 子 间 的 小 沟 
相互 作用 的 位 置 。 碱 基 A1492 和 A1493 是 普遍 保守 
的 ， 为 翻译 活性 所 绝对 必需 ， 其 中 任 一 碱 基 的 突变 
都 是 致命 的 。 

Hitt, Ramakrishnan 及 同事 提出 以 下 假设 : 在 
正常 解码 过 程 中 ， 碱 基 A1492 和 A1493 弹出 ， 并 与 
小 沟 (由 A 位 点 的 密码 子 和 反 密 码 子 碱 基 配对 形 
成 ) 里 糖 的 2 -OH 形成 氢 键 ， 从 而 有 助 于 稳定 密码 
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图 19.12 密码 子 - 反 密 码 子 碱 基 对 与 核糖 体 30S 亚 基 元 件 间 相互 作用 的 立体 图 。 (a) H44 螺旋 的 A1493 
与 Ul-A36 碱 基 对 的 小 沟 结合 。 (b) 与 a) 相似 , 但 也 显示 用 G 取代 反 密码 子 中 A36 的 结果 ， 所 以 在 
G36 和 Ul 间 形 成 了 G-U 播 摆 配 对 。 现 在 G36 红色) 和 U1 ( 蓝 紫 色 ) 的 位 置 可 以 与 A36 金色) 和 Ul 
GRE) 的 正常 位 置 相 比 较 。 $E, U 已 经 被 取代 了 ， 因 而 失去 与 A1493 (黑色 点 线 ) 的 正常 相互 作用 。 
这 使 得 相互 作用 变 得 不 稳定 ， 并 有 助 于 核糖 体 识别 同类 A-U 反 密码 子 -密码 子 碱 基 对 和 涉及 密码 子 中 第 一 


个 碱 基 的 非 同类 G-U 反 密码 子 -密码 子 碱 基 对 。 


Cc) A1492 和 G530 结合 到 U2-A35 碱 基 对 的 小 沟 中 。 


(d) 摇摆 碱 基 对 U3-G34 通过 U3 与 G530 以 及 Mg:* 〈 红 紫色 球 ) 与 C518 和 S12 蛋白 的 48 ASL BI BE TI A 
生 相 互 作用 。16S rRNA 的 C1054 底部 靠近 G34, (Source: From Ogle et al. , Science 292; p. 900 © 2001 


by the AAAS, ) 
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3 个 碱 基 对 不 能 保证 稳定 性 。 弹 出 这 两 个 碱 基 通常 
需要 能 量 ， 但 是 巴 龙 替 素 通过 人 迫使 碱 基 弹 出 ， 消 除 
了 这 种 能 量 需 求 。 因 此 巴 龙 薛 率 稳 定 了 氨 酰 -tRNA 
包括 非 关联 氨 酰 -tRNA 对 A 位 点 的 结合 ， 增 加 了 出 
错 率 。 

由 于 带 巴 龙 霉 素 的 30S 亚 基 晶体 结构 中 不 存在 
密码 子 和 反 密 码 子 ， 所 以 没有 直接 的 证 据 证 明 所 提 
出 的 相互 作用 ， 即 碱 基 Al1492 和 A1493 与 密码 子 - 
反 密 码 子 双 链 小 沟 的 相互 作用 。 

2001 年 ，Ramakrishnan 及 同事 提供 了 证 明 他 们 
这 一 假说 的 直接 证 据 。 他 们 将 嗜 热 菌 30S 亚 基 的 晶 
体 浸 在 溶液 中 ， 该 溶液 含有 对 应 tRNA 反 密码 子 
莹 环 的 17nt 的 寒 聚 核 苷 酸 和 编码 苯 丙 氨 酸 的 Us SE 
聚 核 苷 酸 ， 这 些 分 子 都 很 小 ， 足 以 插 人 30S 亚 基 的 
适当 位 置 ， 分 别 模拟 完整 氨 酰 -tRNA 和 mRNA 的 反 
密码 子 和 密码 子 。 

图 19. 12 显示 这 一 复合 物 晶 体 结构 的 部 分 立体 
视图 。 图 19. 12a 清楚 地 显示 了 H44 螺旋 的 A1493 
与 位 于 第 一 个 密码 子 - 反 密码 子 碱 基 对 (U1l-A36) 
小 沟 中 的 两 个 核 苷 酸 的 糖 2- 关 基 接触 。 图 19. 12b 
显示 如 果 反 密码 子 的 A36 被 G 替代 ， 就 不 利于 与 
A1493 的 相互 作用 。 图 19. 12c 中 ，H44 螺旋 的 


A1492 和 16S rRNA 530 环 的 G530 与 位 于 第 二 个 密 
码 子 - 反 密 码 子 碱 基 对 (U2-A35) 的 两 个 核 苷 酸 的 
糖 2 -羟基 接触 。 在 密码 子 - 反 密 码 子 识别 中 这 是 两 
个 最 重要 的 碱 基 对 ， 两 者 都 通过 碱 基 Al492 和 
A1493 的 弹出 外 加 一 些 其 他 核糖 体 元 素 而 稳定 。 

第 三 个 密码 子 - 反 密码 子 碱 基 对 (摇摆 碱 基 对 
U3-G34， 图 19. 12d) 也 被 核糖 体 元 素 所 稳定 ， 包 括 
S12 核糖 体 蛋 白 的 G530 和 P48， 但 不 是 碱 基 A1492 
和 Al493。 

图 19. 13 总 结 了 这 些 晶体 结构 所 告诉 我 们 的 关 
F A1492, A1493 的 作用 和 巴 龙 霉 素 在 密码 子 - 反 密 
码 识别 中 的 作用 。 比 较 图 19. 13a 和 图 19. 13b 可 见 ， 
巴 龙 霉 素 结合 于 螺旋 H44 的 里 面 ， 迫 使 碱 基 A1492 
和 A1493 离开 螺旋 进入 A 位 点 。 图 19. 13c 显示 无 
巴 龙 霉 素 时 密码 子 - 反 密码 子 的 识别 ， 也 显示 了 
A1492 和 A1493 占据 与 巴 龙 均 素 同样 的 位 置 ， 这 两 
个 TRNA 的 碱 基 处 在 理想 的 位 置 来 感知 第 一 个 和 第 
二 个 碱 基 对 中 碱 基 间 的 配合 ， 这 种 感知 是 通过 感觉 
位 于 密码 子 - 反 密码 子 双 螺 旋 小 沟 的 核糖 的 位 置 实现 
的 。 图 19. 13d 显示 与 巴 龙 竹 案 存在 时 相同 的 结构 ， 
再 次 显示 没有 抗生素 时 结构 几乎 没有 变化 。 

所 有 这 些 发 现 都 与 以 下 假设 一 致 ， 即 巴 龙 霉 素 
通过 将 A1492 和 A1493 推出 螺旋 H44， 补 偿 了 核糖 
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Æ 19.13 A 位 点 在 存在 或 缺少 tRNA、mRNA 及 巴 龙 需 素 时 的 局 部 结构 。(a) A 位 点 的 本 身 结构 ， 注 意 在 
H44 螺旋 中 A1492 和 A1493 的 位 置 ， 这 些 碱 基 的 位 置 很 易 变 ;(b) 存在 巴 龙 霉 素 时 A 位 点 的 结构 ， 巴 龙 
BRA AB) H44 螺旋 内 部 迫使 A1492 和 A1493 处 于 螺旋 外 面 的 位 置 并 进入 A 位 点 ; (c) A 位 点 的 结构 ， 
有 mRNA 和 A 位 点 tRNA RE FAM (ASL), HWRE A1492 和 A1493 在 A fir AA 
单独 存在 时 一 样 ;，(d) 与 图 〈c) 相同 ， 但 有 巴 龙 霉 素 。 抗 生 素 没有 引起 差异 ， 因 为 A1492 和 A1493 已 经 


和 人 A 位 点 作用 了 。 


体 上 诱导 密码 子 和 反 密 码 子 间 配 合 的 部 分 能 量 消耗 。 
这 样 一 来 ， 抗 生 素 使 非 关联 密码 子 和 反 密 码 子 间 的 
配对 更 容易 ， 因 此 增加 了 mRNA 误 读 的 频率 。 

小 结 30S 核糖 体 亚 基 起 两 个 作用 ， 它 促进 
密码 子 和 氮 酰 -tRNA 反 密 码 子 间 正确 解码 和 校正 ， 
还 参与 蛋白 质 翻 译 ， 利 用 30S 核糖 体 亚 基带 有 3 
种 抗 生 案 的 晶体 结构 可 使 翻译 和 解码 过 程 清楚 地 
显现 出 来 ， 这 些 抗生素 干扰 30S 亚 基 的 这 两 种 作 
用 。 HERA AF 30S 亚 基 的 颈 部 附近 ， 在 那 
里 和 干扰 移 位 所 必需 的 头 部 移动 。 链 规 素 结合 于 30S 
亚 基 的 A 位 点 附近 ， 并 稳定 核糖 体 的 rzm 构 型 ， 
使 非 正确 氨 酰 -tRNA 相对 容易 地 结合 于 A 位 点 ， 
并 通过 阻止 向 粹 正 所 必需 的 严谨 构 型 的 转变 而 降 
低 翻 译 的 忠实 性 。 巴 龙 短 案 结 合 于 16S TRNA 的 
H44 螺旋 A 位 点 附近 的 小 沟 内 ， 使 碱 基 A1492 和 
Al493 弹出 ， 从 而 稳定 密码 子 和 反 密 码 子 之 间 的 
碱 基 配 对 。 这 一 弹出 过 程 通常 需要 能 量 ， 但 巴 龙 
得 素 可 迫使 这 一 过 程 发 生 ， 并 且 使 稳定 的 碱 基 保 
持 在 其 位 置 上 。A 位 点 的 这 种 状态 稳定 了 密码 子 - 
反 密 码 子 之 间 的 相互 作用 。 包括 非 关联 密码 子 和 
反 密码 子 间 的 相互 作用 ， 因 此 翻译 的 忠实 性 降低 。 

30S 亚 基 与 起 始 因 子 的 相互 作用 ”我们 已 经 在 
第 17 章 学 过 IF1 因子 帮助 其 他 起 始 因子 行使 功能 。 
IF1 因子 的 另 一 个 可 能 作用 是 防止 氨 酰 -TRNA 结合 于 
人 位 点 ， 直 至 起 始 阶段 结束 。 这 种 对 A 位 点 的 封锁 
推测 具有 两 种 功能 。 第 一 ， 直 到 50S 颗粒 加 入 起 始 复 
合 物 后 ，EF-Tu 指导 的 A 位 点 上 的 氨 酰 -tRNA 校正 
才能 发 生 。 因 此 ， 对 A 位 点 的 封锁 可 阻止 氨 栈 -tRNA 
的 不 正确 结合 ， 提 高 翻译 的 忠实 性 。 第 二 ， 它 保证 起 
始 氨 酰 -tRNA 结合 于 了 位 点 而 不 是 A 位 点 。 

Ramakrishnan 及 其 合作 者 已 经 确定 了 结合 于 嗜 
热 菌 30S 核糖 体 亚 基 上 的 IF1 因子 的 晶体 结构 〈 图 
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(Source; From Ogle et al. . Science 292: p. 900. © 2001 by the AAAS. ) 


19.14), 图 19. 14b 和 19. 14c 清楚 地 显示 了 IF1 因 
子 结合 并 封闭 了 30S 亚 基 的 A 位 点 ， 占 据 tRNA 对 
A 位 点 结合 的 大 部 分 区 域 。 
他 们 所 研究 的 晶体 结构 不 包括 IF2， 但 从 第 17 
章 可 以 知道 ，IF1 辅助 IF2 将 {Met-tRNA 结合 到 P 
位 点 ， 而 且 还 知道 IF1 和 IF2 可 相互 作用 。 因 此 很 
可 能 IF1 对 A 位 点 的 结合 可 帮助 IF2 结合 30S EW, 
就 像 促 进 fMet-tRNA 对 P 位 点 的 结合 一 样 。 
最 后 ， 由 第 17 章 知道 ，IF1 促进 两 个 核糖 体 亚 
基 的 解 离 。 实 际 上 ， 它 也 帮助 两 个 核糖 体 亚 基 再 结 
合 ， 所 以 没有 改变 两 者 间 的 平衡 。 只 有 在 阻止 再 结 
合 的 IF3 的 帮助 下 ，IF1 才 表 现 为 核糖 体 解 离 的 中 
fre 图 19. 14 的 结构 显示 30S EWH 16S rRNA 的 
螺旋 H44 和 IF1 之 间 的 密切 接触 。 已 知 螺旋 H44 与 
50S 核糖 体 亚 基 有 广泛 接触 ，Ramakrishnan 及 其 合 
作者 推测 IF1 与 螺旋 H44 之 间 的 接触 干扰 了 螺旋 
H44 的 结构 ， 使 其 处 于 核糖 体 亚 基 的 结合 与 解 离 间 
的 过 渡 态 ， 由 此 可 解释 IF1 如 何 促进 核糖 体 的 结合 
与 分 离 。 
小 结 结合 于 30S 核糖 体 亚 基 的 下 1 的 X 身 
线 唱 体 结构 表明 IFl 因子 结合 于 ACL. BARE 
断 了 fMet-tRNA 与 A 位 点 的 结合 , 也 可 能 通过 
推测 的 IF1 和 IF2 之 间 的 相互 作用 积极 地 促进 
{Met-tRNA 结合 于 P 位 点 。IF1 因子 也 和 30S 亚 
基 的 螺旋 H44 密切 作用 ， 由 此 可 解释 下 1 因子 如 
何 同时 促进 核糖 体 亚 基 的 结合 与 分 离 。 


50S 亚 基 的 精细 结构 


2000 年 ，Peter Moore 和 Thomas Steitz 及 同事 
在 核糖 体 结构 研究 和 X 射线 衍射 技术 领域 达到 了 一 
个 新 的 里 程 碑 ， 他 们 在 2.4 人 分辨 率 上 确定 了 50S 
核糖 体 亚 基 的 晶体 结构 。 研 究 是 在 原始 古 菌 Haloar 


图 19. 14 IF1-30S 核糖 体 亚 基 复合 物 的 晶体 结构 。(a) 放大 图 ，IF1 是 红 此 色 ，16S rRNA 的 螺旋 H44 是 
青绿 色 ，16S rRNA 530 环 是 绿色 ，S12 E. (b) IF1-30S BOAT EMA ONS. MERRI (a) 
图 一 样 ，30S 亚 基 的 其 余部 分 是 灰色 。(c) MA IF HAR, BR tRNA 在 A 位 点 (紫色 )、P 位 点 Ch 
红色 )、E 位 点 〈 黄 绿色 ) 的 位 置 ， 其 他 颜色 同 (a) 图 。 注意 A 位 点 tRNA 与 (a) 图 中 IF] 位 点 的 重合 
Ca) 螺旋 H44 的 A1492 和 A1493 碱 基 与 IF1 和 S12 形成 的 目 模 间 的 紧密 结合 。R41 和 R46 GE) 是 IF1 
与 Al492 和 A1493 相 作用 的 精 氨 酸 ， 其 他 颜色 同 Ca) H. (Source: From Carter et al., Science 291: 
p.500. © 2001 by the AAAs. ) 


cula marismortui 的 50S 亚 基 上 进行 的 ， 因 为 能 够 从 
这 种 微生物 中 制备 适合 X 射线 衍射 的 50S WIE dh 
体 。 结 构 见 图 19. 15， 包 括 亚 基 中 rRNA 的 3045 个 
核 苷 酸 中 的 2833 个 (5S rRNA 的 全 部 122 个 核 苷 
FR) 和 31 个 核糖 体 蛋白 中 的 27 个 。 其 他 蛋白 质 排 
列 不 规则 ， 不 能 准确 定位 。 

两 个 亚 基 的 明显 差别 在 于 它们 rRNA 的 三 级 结 
构 ， 推 测 30S 亚 基 的 16S rRNA 为 1 个 有 3 个 结构 
域 (three-domain) 的 结构 ， 而 50S 亚 基 的 23S 
TRNA 是 结构 域 间 无 明显 界线 的 整 块 结构 。Moore 
及 同事 推测 造成 这 一 差别 的 原因 是 30S 亚 基 的 结构 
域 相互 之 间 需 要 相对 移动 ， 而 SOS 亚 基 的 结构 域 不 
需要 这 样 的 相对 移动 。 

图 19. 15 中 的 小 结构 显示 了 SOS 亚 基 中 和 蛋白质 
的 位 置 。 如 我 们 在 本 章 前 面 看 到 的 那样 ， 通 常 在 两 
个 亚 基 的 接触 面 上 缺乏 50S 亚 基 的 蛋白 质 ， 特 别 是 
肽 基 转 移 酶 活性 位 点 的 中 心 部 位 。 这 是 一 个 令 人 兴 
奋 的 发 现 ， 因 为 关于 肽 基 转 移 酶 活性 位 点 是 在 50S 
亚 基 的 RNA 上 还 是 蛋白 质 上 的 问题 还 有 一 些 不 确 
定性 (第 18 章 )。 


要 确定 是 否 有 蛋白 质 存在 于 肽 基 转 移 酶 活性 位 
点 ， 必 须 先 在 晶体 结构 中 找到 活性 位 点 。 为 此 ， 
Moore 及 同事 将 SOS 亚 基 的 晶体 与 两 种 不 同 肽 基 转 
移 酶 底 物 的 类 似 物 混合 溶解 soak) ， 然 后 进行 X 射 
线 入射 并 计算 电子 差异 图 谱 ， 将 电子 密度 与 底 物 类 
似 物 相对 应 ， 从 而 确定 活性 位 点 。 有 一 个 类 似 物 
(CCdAp FER) 由 Michael Yarus 设计 ， 模 仿 肽 
基 转 移 酶 反应 过 程 中 的 过 渡 态 或 中 间 态 ， 称 为 “Ya- 
rus 类 似 物 "。 

图 19. 16 显示 ，Yarus 类 似 物 处 于 50S WER 
面 的 裂缝 内 ， 正 好 在 预计 的 活性 位 点 ， 周 围 没 有 蛋 
白质 只 有 RNA。 在 另 一 个 类 似 物 上 也 观察 到 同样 的 
情况 。 图 19. 17 是 一 个 移 去 所 有 RNA 的 活性 位 点 模 
型 ,我 们 可 以 看 到 蛋白 质 到 Yarus 类 似 物 的 距离 ， 
Yarus 类 似 物 处 于 酶 活 中 心 过 滤 状 态 的 正中 间 ， 对 
应 于 正四 面体 碳 原子 。 最 近 的 蛋白 质 是 L3, CHK 
活性 中 心 超过 18 入， 这 个 距离 太 远 以 至 于 它 不 能 在 
催化 反应 中 起 直接 作用 。 

如 果 活性 中 心 缺乏 蛋白 质 ， 那 么 RNA 一 定 具 
有 了 酶 活性 。 该 晶体 结构 揭示 了 对 应 于 大 肠 杆菌 A2451 
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图 19.15 Haloarcula marismortui 50S 核糖 体 亚 基 的 晶体 结构 。3 个 大 结构 显示 亚 基 的 3 个 不 同方 向 。 
(a) 正面 观 ， 或 “王冠 ” 图 (得 此 名 是 因为 很 像 一 个 三 尖 王 冠 )， (b) 背面 观 王冠 图 旋转 180 BED; 
(O 底面 观 ， 显 示 在 中 心 的 多 肽 出 口 通道 的 末端 ,RNA 灰色 ， 和 蛋白 质 金黄 色 。 左下 角 的 3 个 小 结构 图 和 
大 图 的 方位 一 样 ， 标 明了 和 蛋白质。 有 些 数字 后 面 的 字母 “e” 表 示 该 蛋白 质 只 在 真 核 生 物 〈 而 不 是 细菌 ) 
中 有 同 源 蛋 白 。(Source: Ban, N., P. Nissen, J. Hansen, P. B. Moore, and T. A. Steitz，The complete 
atomic structure of the large ribosomal subunit at 2.4 Å resolution. Science 289 (11 Aug 2000) f.7, 


p. 917. Copyright © AAAS. ) 


19.16 肘 基 转移 酶 活性 位 点 的 定位 。 此 为 
50S 亚 基 的 正面 观 ， 同 图 19. 14，Yarus 类 似 物 
的 位 置 应 处 于 肽 基 转 移 酶 的 活性 位 点 绿色 )。 
注意 活性 位 点 周围 没有 看 白质 (金黄 色 )。 


(Source; Ban, N., P.Nissen, J. Hansen, 
P. B. Moore, and T.A.Steitz, The complete 
atomic structure of the large ribosomal subunit 
at 2.4 A resolution, Science 289 (11 Aug 
2000) f.2, p.907. Copyright © AAAS.) 


AUARDEMS 2486 (A2486)， 最 接近 位 于 活性 中 心 的 四 
面体 碳 原 子 。 这 个 碱 基 在 检测 过 的 所 有 三 界 生物 的 
核糖 体 中 都 是 保守 的 ， 说 明 该 碱 基 起 关键 作用 。 此 
外 ， FE A He A GB SAE HEAR HK SAS 
近 大 肠 杆 菌 的 A2451， 而 A2451 突变 的 大 肠 杆菌 具 
有 领 霉 素 抗 性 ， 这 进一步 表明 该 碱 基 参 与 了 肽 基 转 
移 反 应 。 
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图 19.17 移 去 所 有 RNA 的 肽 基 转 移 酶 活性 位 
点 。Yarus 类 似 物 在 酶 活性 中 心 〈 暗 红色 ) 磷酸 
化 ， 并 携带 一 根 正在 延伸 的 长 肽 链 尾 。 图 中 给 出 
了 4 个 离 活性 中 心 最 近 的 蛋白 质 ， 并 用 最 精确 的 
测量 方法 《A) 分 别 测 出 了 它们 与 活性 中 心 的 距 
W. (Source: Nissen, P., J. Hansen, N. Ban, 
P. B Moore, and T. A. Steitz, The structural ba- 
sis of ribosome activity in peptide bond synthesis. 
Science 289 (11 Aug 2000) f. 6b, p. 924. Copyright 
© AAAs. ) 


假如 这 个 模型 是 正确 的 ， 那么 可 以 预见 在 
A2486 上 的 突变 会 使 肽 基 转 移 酶 活性 降低 几 个 数量 
级 。Alexander Mankin 及 同事 在 2001 年 检验 了 这 一 
推测 。 他 们 用 分 离 的 蛋白 质 和 23S rRNA 重组 了 一 
个 嗜 热 水 生 菌 的 50S 亚 基 ， 这 个 23S rRNA 的 
A2451 (相当 于 H. marismortui 菌 的 A2486) 有 全 
部 3 种 可 能 的 突变 。 然 后 用 包括 第 18 章 介绍 的 片段 
反应 等 4 种 不 同 分 析 方 法 检测 了 重组 50S 亚 基 的 上 肽 


基 转移 酶 活性 。 结 果 显 示 ， 没 有 一 个 突变 引起 活性 
的 剧烈 降低 ， 在 至 少 一 次 实验 中 ，23S rRNA 的 各 
种 突变 至 少 维持 44% 的 野生 型 活性 。 

如 果 不 是 A2486 在 肽 基 转移 酶 反应 中 起 主要 催 
化 作用 ， 那 么 是 什么 在 起 作用 ? Scott Strobel 及 同 
事 在 2004 年 提供 的 证 据 表 明 ，P 位 点 肽 酰 -tRNA 未 
端 腺 华 的 2 -羟基 可 能 在 起 作用 。 图 19. 18 显示 了 这 
个 2-OH 和 人 A 位 点 的 氨基 酸 ， 羟 基 对 连接 肽 到 P 位 
点 的 碳 酰基 的 碳 原子 进行 亲 核 性 攻击 ， 结 果 使 P 位 
点 的 肽 连接 到 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 上 ， 这 叫做 转 肽 
反应 〈transpeptidation) ， 由 肽 基 转移 酶 催化 。 很 明 
显 ， 该 2-OH 处 于 一 个 很 好 的 位 置 可 以 通过 与 氨基 
上 的 一 个 质子 形成 氢 键 而 发 挥 作用 ， 使 氨基 的 氨 原 
子 成 为 一 个 比较 好 的 亲 核 剂 。 

如 果 这 个 假设 正确 ， 除 去 肽 酰 -IRNA 的 末端 腺 
FF (A76) 2'- 位 的 氧 原子 应 该 会 衣 弱 肽 基 转 移 酶 活 
性 。Strobel 及 同事 用 两 种 方法 验证 了 这 个 推测 ， 即 
用 氢 原 子 〈2 RARE) 或 氟 原 子 〈2'- 脱 氧 ，2'- 氟 
BRA, (A) 取代 该 2 -羟基 。 当 他 们 对 P 位 点 IRNA 
的 末端 腺 并 分 别 做 这 两 种 取代 时 ， 肽 基 转 移 酶 活性 
都 被 极 大 地 抑制 了 。 

他 们 的 分 析 是 这 样 的 ， 将 [”S] fMertRNA 加 
到 了 位 点 ， 然 后 把 Lys-tRNA 加 到 A 位 点 。 在 实验 
中 分 别 以 3 种 末端 腺 荫 形 式 加 入 Lys-tRNA: 正常 
的 、dA、fA。 然 后 加 入 肽 基 转 移 酶 发 生 一 轮 移 位 ， 
使 [*S] fMet- Lys-tRNA 位 于 P 位 点 。 这 为 加 入 嗓 
NERE R FO ILAR R iC AS BKE- BRG BE I AAEE BNE HA FE R h 
速度 提供 了 平台 。 由 于 顺 叭 需 索 可 以 十 分 迅速 地 结 
合 到 A 位 点 ， 在 肽 酰 - 嘎 叭 霉 素 释放 过 程 中 肽 基 转移 


图 19.19 带 有 经 修饰 


bi et 
CHO A 
tRNA 
CHO, A 
Loe 
ET 
o ‘oH 
R 
A 
P 位 点 A 位 点 


图 19. 18 肘 基 转移 酶 反应 期 间 在 A 位 和 P 位 的 
tRNA 的 位 置 。P 位 点 tRNA 的 2'-OH 为 红色 ，A 
位 点 氨 酰 -tRNA 的 N 原子 为 绿色 ，P 位 点 肽 酰 -tR- 
NA 的 碳 酰基 的 碳 原子 为 蓝 色 。 注 意 P 位 点 tRNA 
的 2'-OH 对 攻击 性 N 原子 的 接近 程度 。 


酶 是 限 速 性 的 ， 因 此 释放 量 可 作为 肽 基 转 移 酶 速率 
的 测定 。Strobel 及 同事 利用 薄 层 电泳 将 释放 的 肽 本 
- 昧 叭 霉 素 与 其 他 标记 的 物质 分 离开 ， 通 过 磷 屏 成 像 
测定 了 放射 性 。 

图 19. 19 是 实验 结果 ， 以 正常 RNA 为 底 物 时 ， 
肽 基 转 移 酶 反应 在 第 一 个 时 间 点 就 完成 了 C108), 
但 是 以 修饰 的 RNA 为 底 物 时 ， 反 应 基本 上 不 发 生 ， 
即使 在 24h 之 后 也 无 反应 。 因 此 ， 用 氧 原子 或 氟 原 
子 取代 了 位 点 tRNA 的 2 -羟基 都 完全 阻 煌 了 肽 基 转 
移 酶 反应 ， 有 力 地 证 明 该 2 -羟基 是 反应 所 必需 的 。 
以 这 3 种 底 物 与 A 位 点 正常 Phe-tRNA MAR ER 
稚 素 反应 时 也 观察 到 同样 的 结果 ， 进 一 步 证 明了 2'- 
羟基 的 重要 性 。 


的 tRNA 的 肽 基 转 移 酶 tRNALYS A76 dA76 fA76 — 

的 活性 。Strobel 及 同事 Pmn -+ to = at at 
利用 P 位 点 标记 的 二 及 ee O a 
酰 -tRNA 和 加 到 A 位 点 -aosoo nooSt® ozdgeke OSENRS 
RO AG AET IKE HE Jovia 


移 酶 反应 ，P 位 点 的 tR- 
NA 分 别 含有 正常 的 
A76、dA76、fA76、 无 
修饰 fMet-tRNA (—), 
如 图 上 所 示 。 在 有 或 无 
GRO RAE FiCRR 
应 不 同时 间 的 结果 
( 10s、 lmin、 6min, 
lh、24h)。 用 薄 层 电泳 
分 离 标记 的 二 肽 酰 - 味 叭 
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一 一 原初 的 


—— fMet-puro 
—— fMet-Lys 
—— fMet-Lys-puro 


需 素 〈fMetLys-puro)， 电 泳 图 进行 磷 屏 成 像 。 只 有 带 正常 A76. 的 P 位 点 tRNA 能 够 测定 肽 基 转 移 酶 活性 。 
(Source: Reprinted from Nature Structural & Molecular Biology, vol 11, Joshua S Weinger, K. Mark Parnell, 
Silke Dorner, Rachel Green 8. Scott A. Strobel, “Substrate-assisted catalysis of peptide bond formation by the ribo- 
some,” Fig. 3a, p. 1103, Copyright 2004, reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd. ) 
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但 是 这 些 研究 仍然 未 回答 23S rRNA 中 高 度 保 
守 的 A2451 (用 的 是 在 E.coli 中 的 编号 ) 的 作用 。 
为 探讨 这 个 问题 ，Norbert Polacek 及 同事 设计 了 一 
种 方法 ， 不 仅 改变 碱 基 的 性 质 ， 也 改变 A2451 糖 的 
性 质 。 当 他 们 从 A2451 中 除去 腺 音 碱 基 时 产生 一 个 
非 碱 基 位 点 (abasic site) ， 利 用 味 叭 霉 素 释放 分 析 ， 
发 现 肽 基 转 移 酶 活性 几乎 没有 变化 。 但 是 ， 除 去 
A2451 的 2- 羟基 时 ， 肽 基 转 移 酶 活性 几乎 降低 到 
1/10。 同 时 除去 A2451 和 2/- 羟 基 时 ， 肤 革 转 移 酶 活 
HERRER, MB EMERI A2450 做 同样 改 
变 时 ， 对 活性 只 有 较 弱 影响 ， 再 次 强调 了 A2451 的 
特殊 重要 性 。 

23S rRNA 的 2451 位 2'-OH 缺失 引起 的 核糖 体 
活性 丢失 可 能 是 因为 对 了 位 点 tRNA 较 低 的 亲 和 性 ， 
如 果 是 这 样 ， 那 么 提高 [MET-tRNA 的 浓度 应 该 增 
强 活性 ， 但 是 并 没有 。 那 么 这 个 羟基 的 作用 到 底 是 
什么 呢 ? 刚才 研究 过 的 关于 了 位 点 tRNA 的 2.- 羟 基 
参与 转 肽 反应 的 证 据 是 充分 的 ， 但 是 A2451 的 2.- 产 
基 也 有 可 能 以 这 种 方式 参与 反应 ， 其 羟基 也 许 通过 
将 反应 物 正确 地 定位 在 活性 位 点 而 参与 催化 反应 。 

增长 的 多 肽 可 能 通过 50S 亚 基 的 一 个 通道 从 核 
精 体 出 来 。Moore、Steitz 及 同事 的 研究 已 使 这 方面 
相当 清楚 了 。 图 19. 20 是 一 个 显示 出 口 通道 的 劈 开 
的 50S 亚 基 ， 标 记 出 肽 基 转 移 酶 中 心 ， 通 道中 示意 
性 地 有 一 个 多 肽 。 通 道 的 平均 直径 为 15 Å, BA 
的 地 方 为 10 不， 刚好 能 容 下 一 个 a 螺旋 蛋白 ， 所 以 
新 生 多 肽 的 任何 进一步 折 余 都 是 不 可 能 的 。 通 道 辟 
大 部 分 由 亲 水 性 RNA 构成 ， 新 生 多 肽 暴露 的 玖 水 


图 19.20 多 肽 脱出 通道 。50S 亚 基 画 的 像 一 个 
从 中 间 劈 开 的 水 果 。 显 示 出 从 肽 基 转 移 酶 (PT) 
位 点 开始 延伸 的 出 口 通道 。 通 道中 白色 a 螺旋 
表示 一 个 正在 离开 的 新 生 多 肽 。(Source: Ban, 


N., P.Nissen, J. Hansen, P.B Moore, and 
T. A. Steitz, The structural basis of ribosome activi- 
ty in peptide bond synthesis. Science 289 (11 Aug 
2000) f. lla, p.927, Copyright © AAAs. ) 
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基 团 不 会 因 在 通道 壁 中 发 现 可 结合 的 对 象 而 阻碍 脱 
出 过 程 。 
， 小 结 50S 核糖 体 亚 基 的 晶体 结构 已 在 2. 4 
A 分 辩 率 上 确定 。 这 一 结构 揭示 在 核糖 体 亚 基 的 
接触 面 上 相对 来 说 较 少 有 和 蛋白质， 用 过 渡 态 类 似 
物 在 肽 基 转移 酶 活性 中 心 18 人 范围 内 没有 标记 到 
蛋白 质 。P 位 点 tRNA 的 2'-OH 处 于 最 佳 位 置 ， 
与 A 位 点 的 氨 酰 -tRNA 形成 一 个 氢 键 ， 从 而 协助 
催化 肽 基 转移 反应 的 进行 。 与 这 一 假设 一 致 的 是 
除去 该 羟基 几乎 消除 了 肽 基 转 移 酶 的 全 部 活性 。 
类 似 地 ， 除 去 23S rRNA 的 A2451 的 2-OH， 可 
强烈 抑制 肽 基 转 移 酶 活性 ， 因 此 该 羟基 可 能 也 通 
过 形成 氢 键 参与 催化 反应 ， 或 通过 帮助 反应 物 正 
确定 位 参与 催化 反应 。 穿 过 SOS 亚 基 的 出 口 通道 
仅 够 通过 一 个 螺旋 蛋白 ， 通 道 壁 由 RNA 构成 ， 
其 亲 水 性 允许 暴露 出 玖 水 侧 链 的 新 生 蛋 白质 容易 
地 滑 过 。 


多 聚 核糖 体 


在 前 面 的 几 章 我 们 已 经 看 到 一 次 可 以 有 一 个 以 
上 RNA 育 合 酶 转录 一 个 基因 。 对 于 核糖 体 和 
mRNA 情况 也 是 一 样 。 实 际 上 ， 在 任何 给 定时 间 许 
多 核糖 体 成 串 穿 过 同一 个 mRNA 的 现象 是 很 普遍 
的 ， 结 果 形 成 一 个 多 聚 核糖 体 〈polyribosome 或 
polysome) ， 如 图 19. 21 所 示 。 该 多 聚 核糖 体 中 ， 可 
以 数 出 74 个 核糖 体 同时 翻译 一 个 mRNA。 通 过 察 
看 新 生 蛋 白质 链 可 分 辨 出 多 聚 核糖 体 的 两 端 ， 当 核 
糖 体 从 5' 端 (翻译 开始 ) 向 3 端 〈 翻 译 终止 ) 行进 
时 ,蛋白 质 链 延 伸 变 长 。 因 此 ，5' 端 在 左下 方 ，3” 
端 在 右 下 方 。 

在 形成 真 核 生 物 多 聚 核糖 体 的 过 程 中 ， 加 载 到 
mRNA 上 的 第 一 个 核糖 体 在 “开拓 ”翻译 时 面临 最 
困难 的 任务 。 来 自 细胞 核 的 mRNA 带 着 一 些 蛋 白 
质 ， 有 些 是 剪接 和 多 聚 腺 苷 酸化 过 程 剩 下 的 ， 有 些 
是 mRNA 结合 蛋白 ， 指 导 和 护送 mRNA 从 细胞 核 
出 来 不 被 降解 。 但 在 两 个 亚 基 之 间 连 mRNA 自己 几 
乎 都 没有 地 方 ， 所 以 当 mRNA 像 穿 线 一 样 挤 进 第 一 
个 核糖 体 时 ， 这 些 蛋 白质 必须 被 剥离 ， 并 立刻 被 翻 
译 过 程 所 需 的 其 他 蛋白 质 所 替代 。 

图 19. 21 中 的 多 核糖 体 来 自 真 核 生 物 〈 一 种 蚊 
虫 )。 因 为 真 核 细胞 转录 和 翻译 在 不 同 部 位 发 生 ， 所 
以 多 聚 核糖 体 总 是 独立 于 基因 出 现在 细胞 质 里 。 原 
核 生物 也 有 多 聚 核糖 体 ， 但 是 由 于 给 定 基 因 的 翻译 
和 转录 在 同一 时 间 和 同一 地 点 发 生 ， 所 得 图 像 很 复 
杂 ， 可 以 看 到 新 生 mRNA 在 同一 时 间 合 成 并 被 核糖 
体 翻 译 。 图 19. 22 显示 了 大 肠 杆菌 中 的 这 样 一 种 情 
形 。 可 以 看 见 两 个 细菌 染色 体 从 左 到 右 平行 展开 ， 只 


有 上 面 的 那个 片段 被 转录 。 从 图 中 可 以 分 辨 出 转录 是 
从 左 向 右 进行 的 ， 因 为 沿 这 个 方向 移动 时 多 聚 核糖 体 
不 断 变 长 ， 有 更 多 的 空间 容纳 更 多 的 核糖 体 。 注 意 不 
要 被 图 19.21 和 19. 22 比例 上 的 差异 而 误导 ,在 图 
19. 22 中 核糖 体 看 起 来 较 小 且 新 生 的 蛋白 质 链 看 不 
见 ， 穿 过 图 中 的 那 条 链 是 DNA， 而 在 图 19. 21 中 的 
是 mRNA。 在 图 19. 22 中 mRNA 或 多 或 少 是 垂直 的 。 


图 19.21 EAk Chironomus 多 聚 核 糖 体 的 电镜 照 
Fro mRNA 的 5' 端 在 左下 角 ，mRNA 向 上 弯曲 后 
再 向 下 ，3' 端 在 右 下 角 。 结 合 在 mRNA 上 的 黑 点 
是 核糖 体 。 许 多 核糖 体 (74 个 ) 的 出 现 是 称 之 为 
多 聚 核糖 体 的 原因 。 随 着 核糖 体 接近 mRNA 末端 ， 
新 生 多 肽 从 每 个 核糖 体 上 延伸 开 ， 并 变 长 。 新 生 多 
肽 上 弱 的 小 斑点 不 是 单个 氨基 酸 ， 而 是 包含 氨基 酸 
MIHIR, (Source: Francke et al., Electron mi- 
croscopic visualization of a discreet class of giant 
translation units in salivary glands of Chironomus 
tetans. EMBO Journal 1 1982, pp. 59-62. Euro- 
pean Molecular Biology Organization. ) 
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图 19.22 大 肠 杆菌 中 转录 和 翻译 的 同时 发 生 。 两 个 
DNA 片段 水 平展 开 穿 过 画面 ， 上 面 的 片段 从 左 到 右 
转录 。 随 着 mRNA 增长 ， 越 来 越 多 的 核糖 体 结合 并 
进行 翻译 ， 由 此 产生 多 聚 核糖 体 ， 它 们 或 多 或 少 地 
垂直 于 DNA 排列 。 图 中 看 不 到 新 生 多 肽 ， 左 边 箭头 
指示 一 个 弱 斑 点 ， 可 能 是 刚 开始 基因 转录 的 RNA BE 
合 酶 ， 其 他 类 似 的 表示 RNA 聚合 酶 的 斑点 出 现在 有 
些 多 核糖 体 的 基部 ,此 处 mRNA 结合 DNA, 
( Source; O.L. Miller, BA Hamkalo, and CA 
Thomas Jr. , Visualization of bacterial genes in action. 
Science 169 (July 1970) p. 394. Copyright © AAAS ) 


NE 大 多 数 mRNA 被 多 个 核糖 体 在 同一 时 
间 德 译 ， 形 成 许多 核糖 体 成 串 地 翻译 一 条 mRNA 链 
的 结果 ， 这 种 结构 称 为 多 聚 核糖 体 。 在 真 核 生 物 中 ， 
多 京 核糖 体 存在 于 细胞 质 中 。 在 原核 生物 中 ， 基 因 
的 转录 及 其 所 产生 mRNA 的 翻译 是 同时 发 生 的 。 因 
此 ， 一 个 活性 基因 会 结合 有 很 多 的 多 聚 核糖 体 . 


19.2 转运 RNA 


1958 年 ，Francis Crick 推测 可 能 存在 一 种 RNA 
的 适 配 分 子 ， 作 为 DNA 实际 在 mRNA 中 ) BFE 
酸 链 和 相应 蛋白 质 氨基 酸 链 之 间 的 中 介 。Crick 倾向 
于 适 配 分 子 含 有 2 或 3 个 能 与 密码 子 核 苷 酸 配对 的 
核 苷 酸 这 一 想法 ， 虽 然 当 时 尚 无 人 知道 密码 子 的 本 
质 ， 甚 至 不 知道 mRNA 的 存在 。Paul Zamecnik 及 
同事 在 一 年 以 前 已 经 发 现 了 转运 RNA， 虽 然 他 们 当 
时 还 不 知道 转运 RNA 起 适 配 分 子 的 作用 。 


tRNA 的 发 现 


1957 年 ，Zamecnik 及 同事 已 建成 大 鼠 的 无 细胞 
蛋白 质 合成 系统 。 该 系统 的 组 分 之 一 叫做 pH5 酶 组 
分 ,该 组 分 含有 一 些 可 溶性 因子 与 核糖 体 共同 指导 
所 加 入 mRNA 的 翻译 。 在 PHS 酶 组 分 中 大 部 分 是 
蛋白 质 ， 但 他 们 发 现 混合 物 中 也 包含 一 种 小 RNA。 
更 有 趣 的 是 ， 这 个 RNA 能 被 氨基 酸 偶 联 。 为 证 实 
这 一 点 ， 他 们 将 这 种 小 RNA 与 pH5 W, ATP 以 及 
[*C] 亮 氨 酸 混合 ， 图 19. 23a 表明 ， 加 入 混合 物 中 
的 标记 亮 氨 酸 越 多 ， 结 合 到 RNA 上 的 就 越 多 ， 而 
去 除 ATP 后 反应 就 不 能 发 生 。 我 们 现在 知道 这 个 反 
应 是 tRNA 对 氨基 酸 的 负载 。 

Zamecnik 及 同事 发 现 这 个 小 分 子 RNA 不 仅 能 负 
载 氨 基 酸 ， 还 能 将 其 氨基 酸 传递 给 正在 合成 的 蛋白 
质 。 他 们 将 负载 [*C] 亮 氨 酸 的 pH5 RNA 与 微粒 体 
(microsome， 含 有 核糖 体 的 内 质 网 小 体 ) 混合 。 图 
19. 23b 显示 PHS RNA 放射 性 亮 氨 酸 的 丢失 与 微粒 体 
蛋白 质 中 亮 氨 酸 的 获得 近乎 完美 对 应 ， 这 表明 亮 氨 
酰 -tRNA 的 亮 氨 酸 参 人 了 核糖 休 上 的 新 生 多 肽 。 

ANG RNA 作为 一 种 独立 于 核糖 体 的 小 分 
子 RNA 被 发 现 ， 它 能 负载 氨基 酸 然 后 传 给 正在 
合成 的 多 了 天。 


tRNA 的 结构 


要 了 解 tRNA 怎样 行使 功能 ， 就 需要 知道 它 的 
分 子 结构 。 尽 管 tRNA 分 子 很 小 ， 它 们 的 结构 却 令 
人 吃惊 的 复杂 ， 就 像 蛋白 质 有 初级 、 二 级 、 三 级 结 
构 一 样 ，tRNA 也 有 这 些 结构 。 初 级 结构 是 tRNA 中 
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图 19.23 tRNA 的 发 现 。 (a) tRNA 可 
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负载 亮 氨 酸 。Zamecnik 及 同事 把 标记 的 
亮 氨 酸 加 入 含有 tRNA 的 组 分 ， 以 亮 氨 
酸 对 RNA 的 结合 量 对 所 加 入 的 标记 亮 氨 
MER: (b) 负载 的 tRNA 可 以 将 其 氨 
基 酸 供给 新 生 蛋 白 。Zamecnik 及 同事 记 
RT tRNA 放射 性 (cpm) WER GE 
E) 和 微粒 体 〈 包 括 核糖 体 ) BA 
中 放射 性 的 获得 〈 红 色 )。 曲 线 间 的 互补 
关系 提示 RNA 将 其 氨基 酸 贡献 给 增长 的 
蛋白 质 。(Source: Adapted from Hoag- 
land, M.B , etal., Journal of Biolog- 
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的 碱 基线 性 顺序 ， 二 级 结构 是 URNA 不 同 区 域 碱 基 
互相 配对 形成 莹 环 的 方式 ， 三 级 结构 是 该 分 子 的 整 
体 三 维 形状 。 在 本 节 ， 我 们 将 研究 tRNA 的 结构 与 
其 功能 的 关系 。 

1965 年 ，Robert Holley 及 同事 首次 测定 了 酵母 
丙 氨 酸 tRNA 天 然 核酸 的 碱 基 序 列 ， 其 初级 序列 提 
示 至 少 存在 3 个 令 人 感 兴趣 的 二 级 结构 ， 其 中 包括 
一 个 三 叶 草 形状 。 至 1969 年 ,已 确定 了 14 个 tR- 
NA 的 序列 ， 结 果 显 示 ， 尽 管 在 初级 结构 上 差别 相 
当 大 ， 但 所 有 tRNA 本 质 上 都 具有 相同 的 “三 叶 草 ” 
形 二 级 结构 ， 如 图 19. 24a 所 示 。 在 研究 这 个 结构 
时 ， 应 想到 tRNA 的 真实 三 维 结构 完全 不 是 三 叶 草 形 
的 ， 三 叶 草 形 只 是 描述 该 分 子 的 碱 基 配 对 方式 而 已 。 
= 叶 草 结构 有 4 个 碱 基 对 形成 的 共 ， 以 此 确定 
了 分 子 的 4 个 主要 区 域 (图 19. 24b) 。 第 一 个 区 域 
在 图 的 项 部， 是 tRNA 的 两 个 末端 通过 碱 基 配 对 形 
成 的 受 体 医 〈acceptor stem) 。3 ' 端 具有 不 变 的 CCA 
序列 ， 比 5 端 突出 一 些 。 左 边 的 是 二 氢 尿 嗜 啶 环 
(dihydrouracil loop，D 环 ) ， 以 该 部 位 总 是 存在 修饰 
过 的 尿 喀 啶 命名。 底部 是 反 密码 子 环 (anticodon 
loop)， 因 最 重要 的 反 密 码 子 在 其 顶端 而 得 名 。 如 我 
们 在 第 3 章 所 学 的 ， 反 密码 子 和 mRNA 密码 子 碱 基 
配对 ， 因 此 可 对 mRNA MRS. AWE THR CT 
loop)， 因 几乎 不 变 的 三 碱 基 序列 TC 而 命名 .。 Y 
代表 tRNA 中 一 个 修饰 的 核 苷 假 尿 嗜 啶 核 背 
(pseudouridine)， 除 了 碱 基 是 通过 5- 碳 而 不 是 1- 氨 
连接 核糖 外 ， 其 他 与 正常 尿 苷 一 样 。 图 19. 24 中 反 
密码 子 环 与 T 环 之 间 的 区 域 称 为 可 变 环 (variable 
loop)， 其 长 度 变化 为 4 一 13nt， 有 些 较 长 的 可 变 环 
SAMAR HZ. 

除了 二 氧 尿 喀 啶 和 假 尿 喀 啶 外 ，tRNA 还 含有 
许多 修饰 的 核 苷 ， 有 些 修饰 只 是 简单 的 甲 基 化 ， 有 
些 则 更 精细 ， 如 鸟 嘎 叭 核 苷 转换 为 Y BE Cwyo- 
+ 568 + 
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sine)， 含 有 复杂 的 称 为 Y 碱 基 的 三 环 碱 基 〈 图 
19.25)。 有 些 tRNA 的 修饰 是 一 般 性 的 ， 如 所 有 
tRNA 在 T 环 的 相同 位 置 都 有 一 个 假 尿 哮 啶 ， 多 数 
tRNA 都 有 一 个 高 度 修饰 的 核 苷 ， 如 反 密 码 子 附近 的 
Y 核 苷 。 其 他 修饰 是 对 某 些 tRNA 特异 性 的 。 图 
19. 25 给 出 了 tRNA 中 的 常见 修饰 核 苷 。 

tRNA 核 苷 的 修饰 产生 了 一 个 问题 ， tRNA 是 由 
修饰 碱 基 合成 的 ， 还 是 转录 后 完成 碱 基 修饰 的 ? 答 
案 是 tRNA 和 其 他 RNA 的 产生 方式 一 样 ， 都 由 4 种 
标准 碱 基 组 成 ， 一 旦 转录 完成 ， 多 种 酶 系统 就 修饰 
碱 基 。 那 么 ， 这 些 修 饰 对 tRNA 的 功能 有 什么 影响 
R? 至 少 两 种 tRNA 已 经 在 体外 用 4 种 正常 的 、 没 
有 修饰 的 碱 基 合 成 了 ， 但 它们 不 能 结合 氨基 酸 。 因 
此 至 少 在 这 两 个 例子 中 ， 完 全 无 修饰 的 tRNA 没有 
功能 。 虽 然 这 些 研究 提示 所 有 修饰 作用 的 总 和 是 至 
关 重 要 的 ， 但 是 单 碱 基 修 饰 可 能 对 tRNA 的 负载 和 
利用 效率 有 更 细微 的 影响 。 

Alexander Rich 及 同事 在 20 世纪 70 年 代用 X 
射线 衍射 技术 揭示 了 tRNA 的 三 级 结构 。 因 为 所 有 
tRNA 都 具有 以 三 叶 草 模型 为 代表 的 本 质 上 相同 的 
二 级 结构 ， 所 以 它们 本 质 上 具有 相同 的 三 级 结构 也 
就 不 足 为 怪 了 。 图 19. 26 显示 了 酵母 tRNAP 分 子 
的 倒 工 形 结构 ， 该 结构 最 重要 的 方面 可 能 是 将 其 碱 
基 配 对 茎 的 长 度 最 大 化 ， 以 两 个 碱 基 配 对 茎 为 一 组 
进行 堆积 ， 形 成 相对 伸 长 的 碱 基 配 对 区 。 其 中 一 个 
配对 区 水 平地 位 于 分 子 的 顶部 ， 包 括 受 体 芭 和 T 
茎 ， 另 一 个 形成 分 子 的 垂直 轴 ， 包 括 D 茎 和 反 密 码 
子 蔡 。 由 于 每 个 茎 的 两 部 分 不 能 完美 地 排 成 行 而 有 
轻微 夸 曲 ， 线 形 排列 允许 碱 基 对 互相 堆积 从 而 赋予 
其 稳定 性 。 该 分 子 的 碱 基 配 对 茎 是 RNA-RNA 双 螺 
旋 ， 我 们 在 第 2 章 学 过 ， 这 种 RNA 螺旋 应 该 皇 现 A 
螺旋 形态 ， 每 转 一 螺旋 有 11 个 碱 基 ，X 射线 衍射 研 
究 证 实 了 这 一 预测 。 
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图 19.24 tRNA 三 叶 草 结构 的 两 种 视图 。(a) EAE CRNA™ 的 碱 基 序列 ， 以 三 叶 草 形 显示 ， 不 变 
核 苷 酸 用 红色 表示 ， 通 常 是 味 叭 或 是 哮 喧 的 碱 基 用 蓝 色 表示 ; (b) 酵母 RNAm 的 三 叶 草 结构 。 
顶部 是 受 体 葵 〈 红 色 ) ， 氨 基 酸 和 3 端 腺 苷 结合 。 左 边 是 二 氧 尿 轿 啶 环 〈D 环 ， 蓝 色 )， 至 少 含有 
一 个 二 氢 尿 喀 喧 碱 基 。 底 部 是 反 密码 子 环 〈 绿 色 )， 含 有 反 密 码 子 。 右 边 是 了 环 〈 灰 色 )， 含 有 不 
变 的 TYC 序列 。 每 个 环 与 其 碱 基 配 对 的 茎 特色 。(Source: (a) Adapted from Kim, S. H. , 
F. L. Suddath, G. J. Quigley, A. McPherson, J. L. Sussman, A. H.J. Wang, N.C. Seeman, and 
A. Rich, Three-dimensional tertiary structure of yeast phenylalanine transfer RNA, Science 185; 
435, 1974. ) 
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图 19.25 tRNA 中 的 一 些 修 饰 核 苷 。 红 色 表示 对 4 个 正常 RNA 核 背 中 的 一 个 变异 。 次 黄 苷 是 个 特例 ， 它 
是 鸟 苷 和 腺 苷 的 前 体 。 


图 19.26 tRNA 的 三 维 结构 。 (a) 酵母 tRNA™ 三 级 结构 平面 投影 图 。 分 子 各 个 部 分 的 颜色 含义 与 〈b) 
和 Cc) 对 应 。(b) 熟悉 的 tRNA =A AEA, BES (a) 相同 。 箭 头 指示 三 叶 首 藉 形 结构 扭曲 获得 
如 《ce) 图 所 示 的 接近 真实 tRNA 形状 的 方向 。 (Source，Adapted from Quigley, G. J. and A. Rich, Struc- 
tural domains of transfer RNA molecules, Science 194; 197 Fig. 1b, 1976. ) 


图 19. 27 是 酵母 TRNA 分 子 的 立体 图 ， 碱 基 
配对 区 在 三 维 图 中 很 容易 看 到 ， 但 在 T 芭 - 受 体 区 其 
至 可 在 二 维 结构 上 观察 到 ， 因 为 它们 被 画 成 几乎 垂 
直 于 纸 面 ， 以 平行 线 呈现 。 

正如 已 经 看 到 的 ，tRNA 主要 是 通过 形成 碱 基 
配对 区 的 二 级 相互 作用 而 稳定 ， 也 可 通过 区 域 间 的 
几 十 个 三 级 相互 作用 达到 稳定 ， 包 括 碱 基 - 碱 基 、 碱 
基 - 骨 架 、 骨 架 -骨架 相互 作用 。 多 数 包 括 氢 键 的 碱 
基 - 碱 基 三 级 互 作 发 生 在 不 变 碱 基 或 半 不 变 碱 基 之 间 
CB ARSE ESE OOS RR FE MEE. BEA TLE 
用 使 tRNA fETE SUT HE, FLU EPRINTS ARR 
任何 变化 都 会 影响 正确 折 肥 进而 阻碍 tRNA 正确 行 
使 功能 。 

只 有 一 种 碱 基 - 碱 基 相 互 作 用 是 正常 的 Watson- 
Crick 碱 基 配 对 的 ， 其 他 所 有 都 是 反常 的 。 例 如 ， 使 
D 环 与 可 变 环 连 接 的 G15-C48 碱 基 对 ， 两 条 链 是 平 
行 的 而 不 是 反 向 平行 的 ， 所 以 不 是 Watson-Crick fic 
对 ， 称 为 反 式 配对 (trans-pair) 。 还 有 几 个 例子 是 一 
个 碱 基 与 另外 两 个 碱 基 相 互 作 用 ， 其 中 有 U8、Al4 
和 A21。 我 们 已 讨论 过 三 级 互 作 ， 再 看 一 下 图 
19. 26a， 可 观察 其 更 真实 的 形态 。 例 如 ， 碱 基 18 和 
55 间 以 及 碱 基 19 和 56 间 的 相互 作用 。 乍 一 看 ， 好 
像 是 工 环 内 的 碱 基 对 ， 仔 细 观 察 发 现 它们 连接 着 T 
环 和 D 环 。 

tRNA 三 级 结构 另 一 个 值得 注意 的 方面 是 反 密 
码 子 结构 。 图 19. 27 证 明 反 密码 子 碱 基 是 堆积 的 ， 
但 这 种 堆积 随 着 碱 基 向 右 突出 ， 远 离 tRNA 骨架 ， 
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使 它们 处 于 和 mRNA 密码 子 碱 基 相 结合 的 位 置 。 实 
际 上 ， 反 密码 子 骨 架 已 被 扭 成 部 分 螺旋 状 ， 这 可 能 
促进 了 与 相应 密码 子 的 碱 基 配 对 (图 19. 2) 。 

小 结 所 有 tRNA 都 具有 共同 的 表现 为 三 
叶 草 形 的 二 级 结构 ， 有 4 个 碱 基 配 对 的 区 形成 
3 个 蔡 环 结构 (D 环 、 反 密码 子 环 和 了 T 环 ) 和 
一 个 受 体 茎 ， 氨 基 酸 在 负载 步 又 被 加 到 受 体 区 
上 。tRNA 也 具有 共同 的 三 维 形状 ,类似 一 个 
倒置 的 L。 这 种 形状 通过 将 D 莹 与 反 密 码 子 芭 
的 碱 基 对 以 及 了 人 蕉 与 受 体 莹 的 碱 基 对 线性 排列 
起 来 而 使 稳定 性 最 大 。tRNA 的 反 密码 子 从 反 
密码 子 环 的 侧面 突出 ， 并 被 扭 成 一 种 与 mRNA 
中 相应 的 密码 子 容易 配对 的 形状 。 


-RNA 合成 酶 对 tRNA 的 识 
别 : 第 二 遗传 密码 

1962 年 ，Fritz Lipmann 及 同事 证 明 ， 核 糖 体 识 
别 氨 酰 -tRNA 中 的 tRNA 而 不 是 氨基 酸 。 他 们 生成 
了 半 胱 氨 酰 -tRNAS" ， 然 后 用 兰 尼 镍 还 原 半 胱 氨 酸 
产生 丙 氨 酰 -tRNA ， 如 图 19. 28 所 示 [注意 命名 ， 
在 半 胱 氨 酰 -tRNA (CystRNA™) H, 第 一 个 
Cys 表明 实际 结合 在 tRNA 上 的 氨基 酸 , 第 二 个 
Cys (HE) 表示 这 个 tRNA 应 该 结合 的 氨基 酸 。 
因此 , 丙 氨 酰 -tRNA 应 该 是 结合 半 胱 氮 酸 的 
tRNA, 但 却 结合 了 丙 氨 酸 ]。 然 后 ， 按 5 : 1 的 比例 
将 这 种 改变 的 氨 酰 -tRNA 和 人 工 合成 的 mRNA 加 入 
体外 翻译 系统 。 该 mRNA 是 U 和 G 的 随机 多 素 体 ， 


图 19.27 tRNA 的 立体 结构 图 。 要 从 
三 维 角度 观察 ， 需 要 利用 立体 阅读 
器 ,或 使 两 个 图 像 相 融合 ， 方 法 是 : 
放松 眼睛 ， 好 像 在 这 个 距离 上 珍 焦 于 
某 物 〈 即 “魔术 眼 ” 技 术 )， 或 是 微 
闭 眼 睛 。 产 生 三 维 立 体 效果 可 能 要 花 
一 点 时 间 。( Source: Adapted from 
Quigley, G.J and A. Rich, Structural 
domains of transfer RNA molecules. 
Science 194 (19 Nov 1976) £2, 
p- 798. ) 


会 多 个 编码 半 胱 氨 酸 的 UGU 密码 子 ， 可 正常 性 地 
引起 半 胱 氨 酸 的 加 入 ， 但 不 应 该 引起 丙 氨 酸 的 加 入 ， 
因为 两 氨 酸 的 密码 子 是 GCN， 这 里 N 是 任意 碱 基 ， 
而 UG 多 聚 体 不 含有 C。 但 是 在 本 例 中 ， 丙 氨 酸 因 
结合 了 RNAS 而 被 加 入 ， 这 表明 核糖 体 不 区 别 结 
合 到 tRNA 上 的 氨基 酸 ， 它 们 只 识别 氨 酰 -tRNA 的 
tRNA 部 分 。 

这 个 实验 指出 氨 酰 -tRNA 合成 酶 忠实 性 的 重要 
性 。 核 糖 体 只 识别 氮 酰 -tRNA 的 tRNA 部 分 这 一 事 
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图 19.28 核糖 体 识别 氨 酰 -tRNA 中 的 tRNA 而 
不 是 其 氨基 酸 。Lipmann、Ehrenstein、Benzer 
及 同事 从 cysteyL-tRNASr 着 手 ， 该 氨 酰 -tRNA 
将 半 胱 氨 酸 插入 蛋白 质 链 中 ， 如 图 左边 所 示 。 
用 兰 尼 镍 处 理 该 氨 酰 -tRNA， 使 半 胱 氨 酸 还 原 
AW RM, 但 对 tRNA 无 影响 . KAR 
tRNAS" 将 两 氨 酸 插 人 蛋白 质 链 中 通常 是 半 胱 氨 
酸 的 位 置 ， 如 图 右边 所 示 。 因 此 ， 连 接 到 tRNA 
上 的 氨基 酸性 质 并 不 重要 ， 重 要 的 是 tRNA 自 
身 ， 因 为 它 的 反 密 码 子 必 须 与 mRNA 的 密码 子 
配对 。 
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实 ， 意 味 着 如 果 合 成 酶 出 错 并 将 错误 的 氨基 酸 放 到 
tRNA 上 ,那么 这 些 氨基 酸 将 在 错误 的 位 置 被 插 人 
蛋白 质 中 。 这 是 非常 危险 的 ， 因 为 含有 错误 氨基 酸 
序列 的 蛋白 质 很 可 能 无 法 正确 行使 功能 。 因 此 ， 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 对 tRNA 及 其 携带 的 氨基 酸 非常 专 
一 就 不 足 为 奇 了 。 由 此 产生 了 关于 tRNA 结构 的 主 
要 问题 : 假设 所 有 tRNA 的 二 级 和 三 级 结构 本 质 上 
是 一 样 的 ， 那么 当 合成 酶 从 tRNA 库 的 二 十 多 种 中 
选 出 一 种 tRNA 时 是 以 什么 碱 基 序 列 进行 识别 呢 ? 
这 组 序列 已 被 命名 为 “第 二 遗传 密码 ”以 突出 其 重 
要 性 。 该 问题 的 复杂 性 在 于 tRNA 的 同 工 种 类 
(isoaccepting species) 可 由 同一 合成 酶 加 载 同样 的 
氨基 酸 ， 然 而 它们 却 有 不 同 的 序列 甚至 不 同 的 反 密 
码 子 。 

如 果 推 测 氨 酰 -tRNA 合成 酶 识别 tRNA 元 件 的 
部 位 ， 我 们 可 能 会 想到 两 个 位 点 。 第 一 ， 受 体 莹 是 
一 个 合理 的 选择 ， 因 为 它 是 tRNA 上 接受 氨基 酸 的 
位 点 ， 因 此 有 可 能 在 负载 氨基 酸 时 位 于 或 接近 酶 活 
性 中 心 。 推 测 酶 和 受 体 葵 有 非常 密切 的 接触 ， 所 以 
它 应 该 能 识别 受 体 茎 上 具有 不 同 碱 基 顺 序 的 tRNA。 
当然 ， 最 后 3 个 碱 基 都 是 相同 的 CCA 与 这 个 目的 无 
关 。 第 二 ， 反 密码 子 是 一 个 合理 的 选择 ， 因 为 它 在 
每 个 tRNA 中 都 不 相同 ， 并 且 与 tRNA 应 该 加 载 的 
氨基 酸 有 直接 关系 。 我 们 将 看 到 多 数 情况 下 这 两 种 
推测 都 是 对 的 ， 并 且 某 些 tRNA 的 其 他 部 位 在 氨 酰 - 
tRNA 合成 酶 识别 过 程 中 也 起 作用 。 

受 体 茎 ”1972 年 ，Dieter Soll 及 同事 注意 到 在 
多 数 tRNA 的 73 位 ， 即 3 端 起 第 4 个 碱 基 的 性 质 有 
一 种 模式 : 该 碱 基 在 专 对 某 一 类 氨基 酸 的 tRNA 中 
趋 于 相同 。 例 如 ， 无 论 是 何 种 tRNA， 几 乎 所 有 亲 
水 性 氨基 酸 都 通过 73 位 的 A 与 tRNA 结合 。 这 显 
然 不 是 故事 的 全 部 ， 因 为 一 个 碱 基 不 可 能 提供 足够 
的 变化 来 解释 20 种 不 同 tRNA 的 专 一 性 负载 ， 它 最 
多 是 作为 一 个 初步 的 识别 因子 。 

Bruce Roe 和 Bernard Dudock 用 了 另 一 种 方法 。 
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他 们 分 析 了 能 被 单个 合成 酶 加 载 的 所 有 各 种 tRNA 
的 碱 基 序 列 ， 包 括 在 异种 错误 加 载 (heterologous 
mischarging) 过 程 中 由 错误 氨基 酸 加 载 的 一 些 
tRNA。 蜡 种 错误 加 载 是 指 一 种 合成 酶 对 另 一 种 不 正 
确 tRNA 进行 加 载 的 能 力 ， 这 种 错误 加 载 比较 慢 ， 
且 和 需要 比 正常 加 载 高 的 酶 深度。 例如， 酵母 葵 丙 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 (PheRS) 可 以 正确 地 加 载 大 肠 杆 
菌 、 酵 母 以 及 小 麦 胚 芽 的 tRNA ， 也 能 用 葵 丙 氨 
酸 加 载 大 肠 杆 菌 的 tRNA 。 

因为 所 有 这 些 tRNA 都 能 被 相同 的 合成 酶 加 载 ， 
所 以 它们 应 该 都 有 一 个 元 件 让 合成 酶 来 分 辨 加 载 哪 
AM tRNA, Roe 和 Dudock 比较 了 所 有 这 些 tRNA 的 
序列 ， 寻 找 它 们 所 共同 有 的 东西 ， 但 所 有 tRNA 没 
有 共同 之 处 。 但 有 两 点 凸显 出 来 ; 73 位 碱 基 和 了 D 茎 
的 9 PERM., 

197346, J. D. Smith 和 Julio Celis 研究 了 一 种 
突变 体 抑制 剂 tRNA， 它 可 插入 Tyr 而 不 是 Gln。 换 
句 话说 ， 野 生 型 抑制 子 tRNA BE Gln RS 所 加 载 , 但 
其 序列 上 发 生 某 个 改变 后 可 被 TyrRS 所 加 载 ， 突 变 
体 和 野生 型 的 唯一 不 同 是 73 位 的 碱 基 由 G 变 为 A。 

1988 年 ，Ya-Ming Hou 和 Paul Schimmel 用 遗 
传 学 方法 证 明 受 体 茎 的 单 碱 基 对 对 其 加 载 专 一 性 很 
重要 。 他 们 将 RNA" 的 反 密码 子 突变 为 5-CUA- 
3'， 变 成 现 珀 抑制 子 以 便 对 应 下 珀 密码 子 UAG 插入 
丙 氨 酸 ， 然 后 寻找 在 tRNA 中 改变 其 加 载 特异 性 的 
突变 。 分 析 方法 很 简便 ， 可 在 体内 进行 。 他 们 构建 
了 一 个 在 密码 子 10 (SLA RIFE AY trpA 基因 ， 
FPR Fe EM RA ES Fa RHA 
酸 ) 的 tRNA 所 抑制 。10 位 上 的 任何 其 他 氨基 酸 都 
只 产生 无 活性 的 蛋白 质 。 最 后 ， 在 缺乏 色 氨 酸 条 件 
下 培养 突变 体 ， 如 果 突 变 体能 抑制 rpA 基因 的 琥珀 
突变 ,那么 它 可 能 含有 能 被 丙 氨 酸 加 载 的 抑制 子 
tRNA， 如 果 不 能 ， 则 表明 抑制 子 tRNA 被 改变 了 ， 
可 被 另 一 氨基 酸 加 载 。 他 们 发 现 ， 在 缺乏 色 氨 酸 环 
境 中 生长 的 所 有 细胞 在 抑制 子 tRNA 的 3 位 有 一 个 
Gy 70 位 有 一 个 U， 所 以 在 受 体 葵 距 未 端 3 个 碱 基 
处 能 形成 G3-U70 摇摆 碱 基 对 。 

这 个 实验 提示 ，G3-U70 碱 基 对 是 Ala RS 加 载 
的 重要 决定 因素 。 如 果 是 这 样 ， 研 究 者 推测 可 以 插 
人 另 一 个 氨基 酸 的 另 一 个 抑制 子 tRNA， 通 过 将 其 3 
位 和 70 位 碱 基 分 别 变 为 G 和 U， 使 其 加 载 专 一 性 转 
换 为 丙 氨 酸 。 他 们 采用 了 两 种 不 同 的 抑制 子 IRNA， 
tRNA $] tRNAPW/CUA , 33 E f9 CUA 指 识别 璃 
珀 密码 子 UAG 的 反 密码 子 。 这 两 个 tRNA 的 受 体 
茎 上 都 有 一 个 C3-G70 碱 基 对 。 当 Hou 和 Schimmel 
将 这 个 碱 基 对 变 为 G3-U70 时 ， 就 将 tRNA 转变 为 
tRNA ， 以 它们 能 抑制 在 trpA 基因 密码 子 10 
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上 的 琥珀 突变 为 指示 。 

这 些 改 变 的 琥珀 抑制 子 tRNA 真 的 能 将 丙 氨 酸 
插入 TrpA 蛋白 码 ? 氨基 酸 序列 测定 揭示 确实 如 此 ! 
而 且 这 些 改变 的 tRNA 在 体外 能 够 被 丙 氨 酸 加 载 。 
因此 ， 即 使 这 两 种 tRNA 分 别 在 38 和 31 位 碱 基 不 
同 于 天 然 的 TRNAAwcA ， 只 将 一 个 碱 基 对 从 C-G 变 
为 GU 就 可 将 其 加 载 专 一 性 分 别 从 Cys 和 Phe 改变 
为 Ala。 

1989 年 ，Christopher Francklyn 和 Schimmel 提 
供 了 另 一 个 证 据 表明 受 笨 茎 ， 具 体 讲 是 G3-U70 p 
JEN, TE AlaRS 负载 专 一 性 方面 的 重要 性 。 他 们 发 
现 ,， 用 人 工 合成 的 35nt“ 微 螺旋 ”模拟 L 型 tR- 
NA 的 上 部 ， 包 括 受 体 芭 和 TYC 环 ， 可 以 有 效 地 
负载 丙 氨 酸 。 实 际 上 ， 只 要 存在 G3-U70 碱 基 对 ， 
即使 有 很 多 碱 基 被 改变 ， 对 丙 氨 酸 的 负载 也 可 以 
RE. 

同样 很 有 意思 的 是 ，Ala- 微 螺旋 可 结合 到 核糖 
体 的 P 位 点 ， 像 完好 的 Ala-tRNA^" 一 样 参与 肽 基 转 
移 酶 与 味 叭 霉 素 的 反应 。 根 据 这 些 观察 可 以 推测 ， 
tRNA 分 子 的 顶部 首先 进化 ,与 23S rRNA 祖先 一 
起 参与 核糖 体 进化 之 前 “RNA 世界 ”原始 版 本 的 蛋 
白质 合成 。 

小 结 ,生物 化 学 和 遗传 学 实验 已 经 证 明 受 体 
茎 在 同类 氨 酰 -tRNA ARE RNA 识别 过 程 中 
的 重要 性 。 在 某 些 情况 下 ， 改 变 受 体 茎 的 一 个 碱 
基 对 可 以 改变 加 载 特异 性 。 

反 密 码 子 1973 年 ，LaDonne Schulman 开发 了 
-项 技术 ， 用 亚 硫 酸 氧 盐 处 理 tRNAM"*， 使 胞 喀 啶 
转变 为 尿 喀 啶 。 她 与 同事 发 现 ， 多 数 情况 下 ， 这 种 
碱 基 改 变 都 没有 效果 ， 但 是 有 些 破坏 了 tRNA 对 甲 
硫 氨 酸 负载 的 能 力 。 其 中 一 种 改变 是 73 位 碱 基 C 一 
U,， 另 一 个 是 反 密 码 子 的 CU. MIBA, Schul- 
man 及 同事 收集 了 大 量 证 据 表 明 反 密码 子 在 加 载 专 
一 性 方面 的 重要 性 。 

1983 年 ，Schulman 和 Heike Pelka 建立 了 一 种 
方法 ， 可 在 初始 tRNA RNAV) 的 反 密码 子 中 特 
异性 地 一 次 改变 一 个 或 多 个 碱 基 。 首 先 ， 用 胰腺 
RNase 进行 限制 性 消化 ,将 野生 型 tRNA 切 为 两 部 
分 : 5 片段 去 掉 反 密 码 子 ，3' 片 段 切除 CCA 末端 的 
最 后 两 个 核 苷 酸 。 然 后 用 TIRNA 连接 酶 将 一 个 小 
的 寡 核 苷 酸 片 段 连接 到 5 片段 上 替代 失去 的 反 密 码 
F, 但 有 一 个 或 多 个 碱 基 改 变 。 然 后 将 这 两 部 分 重 
新 连 到 一 起 ， 并 且 用 tRNA 核 苷 酸 转移 酶 重新 加 上 
失去 的 CA 尾 。 最 后 ， 他 们 在 体外 加 载 反应 中 检测 
改变 了 反 密 码 子 的 tRNA。 表 19.1 显示 ,改变 
tRNA 治 反 密码 子 的 一 个 碱 基 就 足以 使 Met 的 加 载 
率 降低 为 原先 的 /10。 反 密码 子 的 第 一 个 碱 基 


( 播 摆 位 置 ) 是 最 敏感 的 ， 改 变 这 个 碱 基 总 是 对 加 载 
有 显著 的 影响 。 因 此 ， 反 密码 子 可 能 是 该 RNA 
体外 加 载 所 必需 的 。 


表 19.1 tRNA}* 衍生 物 氨 酸化 的 初始 速率 


Met-tRNA 摩尔 数 / ”相对 速率 ， 
tRNA‘ Met-tRNA 合成 酶 CAU/ 其 他 
摩尔 数 每 分 钟 
tRNA} 28. 45 0.8 
tRNA¥ (gel)? 22. 80 1 
CAU 22.15 1 
CAUA 1.59 14 
ccu 4.0x107! 55 
CUU 2.6x10-? 850 
CUA 2.0x107? 1100 
CAG 1.7107? 1300 
CAC 1.2X10- 18 500 
CA 0. 5x 1073 44 000 
c <107t >10% 
ACU <10 >10 
UAU <io >10 
AAU <10 >10 
GAU <10 >10% 


* 插入 人 工 合成 的 tRNA 衍生 物 的 反 密码 子 环 中 的 
SRR. 

E DAZE HEIREDES A BE AS FS EA UPE ih» EAT PE Sh 
是 人 工 合成 的 RNA 衍生 物 。 

Source: L. H. Schulman and H, Pelka, “Anticodon Loop 
Size and Sequence Requirements for Recognition of 
Formylmehionine tRNA by Methionyl-tRNA Synthetase,” 
Proceedings of the National Academy of Sciences Novem- 
ber 1983, Reprinted with permission of the author, 


1991 &Æ, Schulman 和 Leo Pallanck 根据 以 前 的 
体外 研究 ， 在 体内 研究 了 反 密 码 子 改 变 的 影响 。 同 


样 ， 他 们 改变 了 tRNAI 的 反 密 码 子 ， 但 是 这 次 他 
们 检测 改变 了 的 tRNA 错误 加 载 对 应 新 的 反 密 码 子 
氨基 酸 的 能 力 。 他 们 用 编码 二 氧 叶 酸 还 厌 酶 (di- 
hydrofolate reductase，DHFR) 的 报告 基因 来 检测 
错误 加 载 ， 高 纯度 的 该 基因 产物 很 容易 分 离 。 以 下 
是 该 分 析 如 何 进行 的 例子 : 改变 编码 RNA 的 基 
因 ， 其 反 密码 子 由 CAU 变 为 GAU， 这 是 异 亮 氨 酸 
(le) 反 密码 子 。 然 后 ， 将 这 个 突变 基因 连同 携带 
AUC 起 始 密码 子 的 突变 型 DHFR 基因 导 和 大肠 杆菌 。 

通常 情况 下 ，AUC 不 能 像 起 始 密码 子 那样 很 好 
地 工作 ， 但 是 在 带 有 互补 反 密 码 子 的 tRNAM" 存 在 
时 它 可 以 工作 ， 如 表 19.2 所 示 。 对 所 得 DHFR & 
白质 序列 的 分 析 表 明 ， 第 一 个 位 置 上 的 氨基 酸 主要 
是 le， 也 有 一 些 甲 硫 氨 酸 ， 表 明 内 源 野 生 型 
tRNA 在 一 定 程度 上 能 够 识别 AUC 初始 密码 子 。 

Pallanck 和 Schulman 用 同样 的 方法 将 tRNA“ 
的 反 密码 子 改变 为 GUC (WAM, Val) 或 UUC 
( 莱 丙 氨 酸 ，Phe) 。 在 每 种 情况 下 ， 他 们 都 对 DHFR 
的 起 始 密码 子 做 相应 改变 ， 使 其 与 改变 的 tRNA 
中 的 反 密 码 子 互补 。 表 19. 2 证 明 在 这 两 种 情况 下 ， 
基因 功能 在 有 互补 tRNAw* 时 明显 好 于 缺乏 互补 
RNAB}, 更 重要 的 是 ， 起 始 氨基 酸 的 性 质 可 随 
tRNA 反 密码 子 的 改变 而 改变 。 实 际 上 ， 存 在 携带 缴 
氨 酸 反 密码 子 的 RNAM ES, BRIE ME — E DH- 
FR 蛋白 质 氨 基 端 发 现 的 氨基 酸 ， 这 表明 tRNA 
反 密 码 子 由 CAU 到 GAC 的 变化 将 这 个 tRNA 的 加 
载 特异 性 从 甲 硫 氨 酸 改变 为 顷 氨 酸 。 因 此 ， 在 这 个 
例子 中 ， 反 密码 子 好 像 是 决定 tRNA 加 载 特异 性 的 
重要 因素 。 


表 19.2 在 有 或 无 互补 的 tRNA 汉 反 密码 子 突变 体 条 件 下 DHFR 在 甲 硫 氨 酸 和 


非 甲 硫 氨 酸 起 始 密码 子 处 的 合成 
DHFR, 单 位 
于 AUG NH; 
ett NAY ii a a sae 
密码 子 反 密 码 子 tRNA} tRNA 
5'-AUG-3! 5'-CAU-3' 1085+94 1109+133 100 Met(100) 
AUC GAU 298+26 104 士 10 23 Tle(84) ,Met(16) 
GUC GAC 2013 2.7£0.1 18 Val(100) 
UUC GAA GESTI 2,040.5 4.3 Phe(76) , Met(21) ,1le(3) 
UGC GCA 5.00.3 0. 5+0. 08 0.4 = 
AAC GUU 4.1 士 0.1 0. 50. 04 0.3 = 
ACC GGU 3.80.4 0.50.05 0.3 - 
UUA UAA 3.4 士 0.3 1.2 士 0.2 0.2 一 
GGC GCC 2.8 士 0.2 0.5 士 0.04 0.2 一 
GAC GUC 0.7 士 0.3 0.4 士 0. 03 0.03 = 


Source: From “Anticodon-Dependent Aminoacylation of a Noncognate tRNA with isoleucine, Valine, and Phenylalanine in 
Vivo, Proceedings of the National Academy of Sciences .88:3872-76,May 1991. Reprinted with permission of the author. 
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此 外 ， 需 注意 改变 tRNA YF BE 
它 的 效率 降低 。 实 际 上 ， 在 表 19. 2 底部 列 出 的 改变 
所 产生 的 tRNA 分 子 的 效率 太 低 了 ， 甚 至 在 有 互 
补 起 始 密码 子 时 也 无 法 进一步 分 析 。 ， 有 的 氨 
酰 -tRNA 合成 酶 能 加 载 带 有 改变 的 反 密码 子 的 非 同 
类 tRNA， 有 的 则 不 行 。 对 后 面 的 这 些 酶 显然 需要 
比 反 密 码 子 更 多 的 信息 。 

ME ”生物 化 学 和 遗传 学 实验 已 经 表明 反 密 
码 于 和 受 体 区 一 样 ， 是 负载 专 一 性 的 一 个 重要 元 
素 。 有 时 候 反 密码 子 能 够 完全 决定 负载 的 特异 性 。 

合成 酶 -tRNA 复合 体 的 结构 ”对 tRNA 及 其 同 
类 氨 酰 -tRNA 合成 酶 复合 体 的 X 射线 晶体 学 研究 表 
明 ， 受 体 茎 和 反 密 码 子 在 合成 酶 上 都 有 锚 定位 点 。 
这 些 发 现 强调 了 受 体 茎 和 反 密 码 子 在 合成 酶 识别 中 
的 重要 性 。1989 年 ，Dieter Söll 及 同事 用 X 射线 晶 
体 学 技术 确定 了 第 一 个 氨 酰 -IRNA AR CE. coli 
GInRS) 结合 其 关联 tRNA 的 三 维 结构 。 图 19. 29 
显示 了 这 一 结构 。 靠 近 顶 部 ， 可 以 看 到 酶 上 有 一 条 
深 的 裂 颖 把 受 体 莹 包 进 去 ， 包 括 碱 基 73 和 3 一 70 Bh 


图 19.29 含有 tRNA 和 ATP 的 谷 氨 酰 胺 -tRNA 
合成 酶 的 三 维 结构 。 合 成 酶 为 蓝 色 ，tRNA 为 棕 
或 黄色 ，ATP 为 绿色 。 注 意 在 酶 与 tRNA 之 间 
的 3 个 接触 区 。@ 包 被 tRNA FEER ATP 的 
顶部 深 沟 ;@ 左 下 方 容纳 tRNA 反 密 码 子 的 口 
R: @ 两 个 深 沟 间 的 区 域 与 tRNA 的 形 内 侧 大 
部 分 区 域 接触 。(Source: Courtesy T. A. Steitzs 
from Rould, Perona, Vogt, and Steitz, Science 
246 (1 Dec 1989) cover, Copyright © AAAS. ) 
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基 对 。 在 左下 部 ， 可 观察 到 酶 上 有 一 条 较 小 的 裂缝 ， 
tRNA 的 反 密 码 子 伸 人 其 中 。 这 样 允许 反 密 码 子 被 
合成 酶 特异 性 识别 。 另 外 ， 我 们 看 到 酶 的 最 左 侧 的 
大 部 分 区 域 与 IRNA 的 工 形 的 内 侧 紧密 接触 ， 包 括 
了 D 环 侧面 和 受 体 茎 的 小 沟 。 

约 有 一 半 的 合成 酶 包括 GInRS 可 归 为 一 类 ， 叫 
做 class I， 它们 在 结构 上 相似 ,并 且 最 先 氨 栈 化 
tRNA 腺 苷 末端 的 2 -羟基 。 另 一 半 合成 酶 为 lass I, 
它们 在 结构 上 彼此 相似 ， 但 十 分 不 同 于 class I， 它 
们 最 先 氨 酰 化 关联 tRNA 的 3-93 HE, 1991 年 ， 
D. Moras 及 同事 获得 了 该 组 成 员 的 酵母 AspRS 连同 
tRNA 的 X 射 线 晶体 结构 。 图 19. 30 对 比 了 class I 
和 class I 合成 酶 -tRNA 复合 体 的 结构 。 有 几 个 不 同 
之 处 ， 首 先 ，class lI 合成 酶 虽然 仍然 接触 L 结构 的 
内 侧 , 但 同样 也 接触 tRNA 的 另 一 面 ， 包 括 可 变 环 
和 受 体 仅 的 大 沟 。 另 外 ， 受 体 茎 包括 CCA 尾 ， 是 一 
种 规则 的 螺旋 构象 。 这 与 class 1 结构 相反 ， 在 class 
I 中 第 一 个 碱 基 对 被 破坏 ,分 子 的 3 ' 端 形成 发 夹 结 
构 。 因 此，X 射线 晶体 学 研究 证 实 了 对 合成 酶 - 
tRNA 相互 作用 的 生物 化 学 和 遗传 学 研究 的 主要 结 
论 : 反 密 码 子 和 受 体 茎 都 与 酶 密切 接触 ， 因 此 处 于 
决定 酶 -tRNA 相互 作用 特异 性 的 位 置 。 


图 19.30 class 【复合 体 GInRS-tRNA® (a) 和 
class I 复合 体 酵 母 AspRS-tRNA“” (b) 的 模型 。 
为 简洁 起 见 ， 只 显示 tRNA 磷酸 盐 骨架 (红色 ) 
及 合成 酶 的 CHR 〈 蓝 色 )。 注意 ， 两 个 合 
成 酶 对 其 关联 tRNA 的 接近 从 相反 的 两 面 进 
47. (Source: Ruff, M., S. Krishnaswamy, 
M. Boeglin, A. Poterszman, A. Mitschler, 
A. Podjarny, B. Rees, J.C. Thierry, and D. Mo- 
ras, Class II aminoacyl transfer RNA synthet- 
ases: Crystal structure of yeast aspartyl-tRNA syn- 
thetase complexed with tRNA**, Science 252 (21 
June 1991) £3, p. 1686. Copyright © AAAS ) 


AX 射线 晶体 结构 表明 在 两 组 氮 酰 - 
tRNA 合成 酶 之 间 ， 合 成 酶 -tRNA 的 相互 作用 是 不 


同 的 。class LARRA EX SAS IK tRNA 
REBFHOR, ADRAR HMR 
近 tRNA. class 下 合成 酶 也 有 针对 受 体 茎 和 反 密 
码 子 的 口袋 ， 但 是 从 另 一 面包 括 可 变 芍 和 受 体 
茜 的 大 沟 接 近 RNA。 


氨 酰 -tRNA 合成 酶 的 校正 和 编辑 


正如 氨 酰 -tRNA 合成 酶 正确 识别 (关联) 
tRNA 一 样 ， 另 一 个 更 困难 的 工作 是 识别 关联 氨基 
酸 。 原 因 很 明显 ，tRNA 是 大 的 复杂 分 子 ， 在 核酸 
序列 以 及 核 苷 酸 修饰 上 不 同 分 子 都 有 变化 ， 而 氨基 
酸 是 简单 分 子 ， 不 同 分 子 间 彼此 相似 ， 有 时 非常 相 
似 ， 例 如 ， 异 亮 氨 酸 和 统 氨 酸 ， 除 了 异 亮 氨 酸 多 一 
个 甲 基 (CH) 外 ， 其 他 部 分 完全 一 样 。1958 年 ， 
Linus Pauling 用 热 动力 学 方法 计算 出 异 亮 氨 酰 - 


图 19.31 异 亮 氨 酸 -tRNA 合成 酶 的 
双 筛 选 。 活 化 位 点 是 粗 逢 ， 大 氨基 酸 
如 Tyr 和 Phe 因为 不 适合 而 被 排除 在 
外 。 编 辑 〈 水 解 ) 位 点 是 细 利 ， 接 受 
H Tle AMP 小 的 活化 氨基 酸 ， 如 Val- 
AMP、Ala-AMP、Gly-AMP， 但 是 
拒绝 leAMP， 因 其 太 大 。 结 果 ， 较 
小 的 活化 氨基 酸 被 水 解 为 AMP 和 和 氨 
基 酸 ， 而 Me AMP 被 转化 为 lle-tR- 
NA" 。 ( 左 图 : 活化 位 点 一 一 排除 较 
大 的 氨基 酸 ， 右 图 : 编辑 位 点 一 一 接 
受 较 小 的 氨 酰 -AMP) (Source: 
Adapted from Fersht, A. R. , Sieves in 
sequence. Science 280; 541, 1998.) 


例如 ，IleRS 利用 第 一 第 排除 过 大 的 或 错误 形状 
HARM, RAR MR AIA AMR, RRA 
其 形状 不 对 〈 亮 氨 酸 的 一 个 末端 甲 基 不 能 进入 活性 
位 点 ) 而 被 排斥 。 但 是 像 顷 氨 酸 这 样 的 小 氨基 酸 会 
怎样 呢 ? 它们 确实 能 进入 IleRS 的 活化 位 点 并 且 被 
活化 , 但 随后 被 转运 到 编辑 位 点 ， 在 那里 被 识别 为 
不 正确 并 被 降解 。 这 种 第 二 次 筛选 也 被 称 为 校正 
(proofreading) 或 编辑 〈editing) 。 

Shigeyuki Yokoyama 及 同事 已 经 获得 嗜 热 菌 leRS 
的 晶体 结构 及 其 偶 联 有 关联 氨基 酸 异 亮 氨 酸 、 非 关联 
氨基 酸 央 氨 酸 的 晶体 结构 ， 这 些 结构 有 力 地 证 明了 
Fersht 的 假设 。 图 19. 32 显示 其 活化 位 点 的 结构 ， 图 
19. 32a 是 结合 有 异 亮 氨 酸 的 活化 位 点 ,图 19. 32b 是 
结合 有 织 氨 酸 的 活化 位 点 。 可 以 看 到 两 个 氨基 酸 都 能 
很 好 地 赃 入 活化 位 点 中 ， 虽然 线 氨 酸 与 活化 位 点 周 


RNAAR (IleRS) 应 该 像 正 确 letRNAY 配 对 
一 样 产生 约 1/5 的 错误 Val-tRNA™ 配 对 。 而 实际 
上 ,在 150 个 被 leRS 激活 的 氨基 酸 中 仅 有 一 个 是 
统 氨 酸 ， 并 且 由 该 酶 产生 的 3000 个 氮 酰 -tRNA 中 仅 
有 一 个 是 Val-tRNAY 。 异 亮 氨 酰 -tRNA 合成 酶 是 怎 
样 阻止 Val tRNA™ 的 形成 呢 ? 

1977 年 Alan Fersht 首先 推测 ， 合 成 酶 用 一 种 
双 筛 〈double sieve) 机 制 避免 产生 带 有 错误 氨基 酸 
的 tRNA。 图 19. 31 阐释 了 这 一 概念 。 第 一 次 第 选 由 
酶 的 活化 位 点 (activation site) 来 完成 ， 该 位 点 拒绝 
太 大 的 底 物 ， 而 像 顷 氨 酸 这 样 的 小 底 物 恰 好 能 进入 活 
化 位 点 并 且 活 化 为 氨 酰 腺 苷 酸 形式 ， 有 时 直接 成 为 氨 
酰 -tRNA 形式。 然后 第 二 次 筛选 发 挥 作用 ， 活 化 的 氨 
基 酸 ， 或 少数 情况 下 太 小 的 氨 酰 -tRNA 被 酶 的 另 一 个 
编辑 位 点 (editing site) 水 解 。 


活性 位 点 拒绝 
的 较 大 氨基 酸 


活性 位 点 接受 
的 较 小 氨基 酸 


@Val + AMP 
@Ala + AMP 
@Giy + AMP 


@lle-amp “SS 


lle-tRNA'® 


的 两 个 玖 水 性 氨基 酸 侧 链 (Pro46 和 Tip558) 的 接触 
BH. itih ABRAM A, ARAMA 
氨 酸 这 样 的 大 氨基 酸 ， 甚 至 亮 氨 酸 也 会 由 于 其 两 个 末 
端 甲 基 中 的 一 个 而 被 阻止 结合 。 该 图 与 双 筛 假说 的 初 
第 部 分 完全 一 致 

该 酶 还 有 大 小 与 活化 位 点 的 裂缝 相当 的 第 二 个 深 
裂缝 , 但 是 相距 34 大 。 这 个 裂缝 被 认为 是 编辑 位 点 ， 
部 分 原因 是 基于 含有 这 一 裂缝 的 酶 片段 仍然 保持 编辑 
活性 。 晶 体 结构 证 实 了 这 个 假说 ， 当 Yokoyama 及 同事 
‘SAY URS 结晶 时 ， 在 裂缝 的 底部 发 现 了 
一 个 缚 所 酸 分 子 。 但 是 制备 带 有 异 亮 氨 酸 的 IleRS 结晶 
时 ， 在 裂缝 内 没有 发 现 氨基 酸 。 因 此 ， 裂 颖 好 像 对 织 
复 酸 是 特异 的 ， 它 可 能 是 编辑 位 点 。 此 外 ， 对 发 现 织 
氮 酸 的 “口袋 ”观察 表明 ，Tp232 和 Tyr386 侧 链 之 间 
的 空间 刚好 够 容纳 同 氨 酸 (图 19. 33)， 但 是 对 接纳 异 
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E 19.32 在 lleRS AEC AMAR AAR TR. MAR IE HEAR, EGEA 
色 。 底 物 的 碳 原子 为 绿色 [ (a) 异 亮 氨 酸 ，(b) 纺 氨 酸 ]。 所 有 氨基 酸 的 氧 原子 为 红色 ， 氮 原子 为 蓝 
色 。 注意 异 亮 氨 酸 熏 氨 酸 都 进入 了 活性 位 点 。(Source: Nureki, O., D.G. Vassylyev, M. Tateno, 
A. Shimada, T. Nakama, S. Fukai, M. Konno, T.L. Henrickson, P. Schimmel, and S. Yokoyama, En- 
zyme structure with two catalytic sites for double-sieve selection of substrate., Science 280 (24 Apr 1998) 


{.2, p.579. Copyright © AAAS, ) 


亮 氨 酸 来 讲 太 小 。 

如 果 这 里 真是 编辑 位 点 ， 那 么 去 除 它 就 可 能 消除 
编辑 功能 。 确 实 ， 当 Yokoyama 及 同事 从 这 一 区 域 移 
去 47 个 氨基 酸 包括 Trp232 时 ， 编 辑 活性 消失 ， 但 保 
留 了 全 部 的 活化 活性 。 因 此 ， 第 二 个 裂缝 确实 表现 为 
编辑 位 点 。 有 几 个 氨基 酸 侧 链 特别 靠近 裂缝 里 的 继 氨 
M, JE Thr230 和 Asn237 恰好 处 于 参与 水 解 反 应 的 
位 置 ， 水 解 反应 是 编辑 的 实质 。 为 检测 这 一 假说 ， 
Yokoyama 及 同事 改变 了 大 肠 杆 菌 lleRS 中 的 一 些 氨基 
酸 (Thr243 和 Asn250)， 这 些 氨 基 酸 对 应 于 嘲 热 细菌 
酶 的 Thr230 和 Asn237。 将 这 些 氨基 酸 变 为 丙 氨 酸 
时 ， 酶 失去 了 编辑 活性 ， 但 是 保留 其 活化 活性 。 所 有 


选择 性 由 双 筛 机 制 控制 。 第 一 次 筛选 是 粗 得 ， 排 
除 太 大 的 氨基 酸 ， 由 合成 酶 与 氨基 酸 活化 的 活化 
位 点 一 起 完成 这 一 任务 ， 该 位 点 刚 够 容纳 关联 氨 
基 酸 ， 但 不 能 是 更 大 的 氨基 酸 。 第 二 次 筛选 是 细 
筛 ， 降 解 太 小 的 氨 酰 -AMP， 由 合成 酶 与 接纳 小 
氨 酰 -AMP 并 将 其 水 解 的 第 二 活化 位 点 〈 编 辑 位 
点 ) 一 起 完成 这 一 任务 。 关 联 氨 酰 -AMP 由 于 过 
大 不 能 嵌入 编辑 位 点 ， 所 以 可 避免 水 解 ， 由 合成 
酶 将 活化 的 氨基 酸 转 运 给 它 的 同类 RNA, 

总 结 


Be 


X 射线 结晶 学 对 有 或 无 :RNA 时 细菌 核糖 体 结 

构 的 研究 已 经 表明 tRNA 占据 两 亚 基 之 间 的 裂缝 。 

它们 通过 其 反 密码 子 末 端 和 30S 亚 基 连接 ， 并 且 通 

过 其 受 体 茎 和 50S 亚 基 连接 。 核糖 体 中 tRNA 结合 

位 点 主要 是 由 rRNA 组 成 的 。A、P 位 点 的 :RNA 反 

密码 子 相 互 间 紧密 靠近 足以 和 邻近 的 结合 到 30S 亚 
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图 19.33 结合 到 IleRS HAH ATM MY fk BE o 
颜色 与 图 19.32 相同 。( Source: Nureki, O. , 
D. G. Vassylyev, M. Tateno, A. Shimada, T. Nak- 


S. Fukai, M. Konno, T. L. Henrickson, 
P. Schimmel, and S. Yokoyama, Enzyme structure 


ama, 


with two catalytic sites for double-sieve selection of 
substrate. Science 280 (24 Apr 1998) f.2, 
p.579. Copyright © AAAS, ) 


基 上 的 密码 子 碱 基 配 对 ， 两 个 密码 子 间 的 mRNA HL 
FET 45°. TE SOS 亚 基 的 肽 基 转移 酶 口袋 内 ，A、P 
位 点 上 tRNA 的 受 体 蕉 也 相互 紧密 靠近 ， 仅 相 上 B 
5A。 可 以 看 到 亚 基 间 有 12 个 接触 点 。 

E. coli 核 糖 体 的 晶体 结构 有 两 种 ， 差 异 是 由 核 
糖 体 结构 域 的 相对 刚体 运动 引起 的 。 具 体 讲 ，30S 
颗粒 的 头 部 转动 了 6"， 相 比 之 下 ，T thermophilus 
核糖 体 转动 了 12*。 这 种 转动 可 能 是 移 位 过 程 中 核糖 
体 做 束 轮 运动 的 一 部 分 。 

大 肠 杆菌 30S 亚 基 含有 一 个 16S rRNA 和 21 种 
EAM (S1~ S21). 50S 亚 基 含有 一 个 5S rRNA, 
一 个 23S rRNA 以 及 34 种 蛋白 质 〈L1 一 L34)。 真 核 
生物 细胞 质 核糖 体 比 原核 生物 的 核糖 体 更 大 ， 含 有 
更 多 的 RNA 和 看 白质 。30S 核糖 体 亚 基 的 体外 组 装 
开始 于 16S rRNA。 然 后 蛋白 质 有 序 地 结合 上 去 ， 这 
一 过 程 中 前 面 蛋 白质 的 加 入 帮助 后 面 蛋白 质 结合 于 
组 装 颗粒 之 上 。 


16S rRNA 的 序列 研究 引发 了 对 这 一 分 子 二 级 
结构 (分 子 内 碱 基 配 对 ) 的 推测 。X 射线 结晶 学 研 
究 已 经 证 实 这 些 研究 结论 。 表 明 30S 亚 基 具有 一 个 
广泛 碱 基 配 对 的 16S rRNA， 它 的 形态 匀 勤 出 整个 
颗粒 的 形态 。X 射线 结晶 学 研究 也 已 经 证 实 了 大 部 
分 30S 核糖 体 蛋 白 的 位 置 . 

30S 核 糖 体 亚 基 具 有 两 种 功能 : 促进 密码 子 和 
氨 酰 -tRNA 反 密 码 子 之 问 的 正确 解码 和 校正 ， 以 及 
参与 蛋白 质 翻译 。 结 合 有 3 种 抗生素 干扰 亚 基 功 能 
的 30S 核糖 体 亚 基 唱 体 结构 使 翻译 和 解码 过 程 清楚 
地 显现 出 来 。 壮 观 逢 素 结合 于 30S 亚 基 的 颈 部 附近 ， 
AE TRE LG ED. BRA 
30S 亚 基 的 A 位 点 附近 ， 并 稳定 核糖 体 的 ram 构 
型 。 通 过 使 非 正确 的 氨 酰 -tRNA 相对 容易 地 结合 
人 位 点 以 及 通过 阻止 向 校正 所 必需 的 严 谦 构 型 的 转 
变 , 降低 翻译 的 忠实 度 。 巴 龙 霉 素 结合 于 16S 
rRNA 的 H44 螺旋 A 位 点 附近 的 小 四 槽 肉 ， 使 碱 基 
A1492 和 A1493 脱离 原 位 ， 稳 定 密码 子 和 反 密码 子 
之 间 的 破 基 配对 ， 包 括 非 关联 氨 酰 -IRNA 上 的 反 密 
码 子 ， 所 以 翻译 忠实 度 降低 。 

结合 于 30S 核糖 体 亚 基 的 IF1 的 X 射线 晶体 结 
构 表明 IF1 结合 于 A 位 点 。 在 这 个 位 置 上 ， 它 明显 
地 阻 斯 甲 酰 四 确 氨 酸 -tIRNA 对 A 位 点 的 结合 ， 而 且 
通过 一 种 可 能 的 IFL 和 IF2 相互 作用 促进 甲 酰 甲 硫 
氨 酸 -tRNA 结合 于 P 位 点 。IF1 也 和 30S 亚 基 的 螺 
HE 44 密切 相互 作用 ， 这 可 以 解释 IF1 怎样 促进 核糖 
体 亚 基 的 结合 和 分 解 。 

50S 核糖 体 亚 基 的 蝇 体 结构 已 经 在 2. 4 人 分辩 率 
上 被 确定 。 这 一 结构 揭示 在 核糖 体 亚 基 之 间 的 接触 
面 上 蛋白 质 相 对 很 少 。 用 酶 过 渡 态 类 似 物 标记 的 肽 
基 转移 酶 活性 中 心 1.8 大 内 没有 蛋白 质 。P 位 点 
tRNA 的 2-OH 处 于 最 佳 位 置 ， 与 A 位 点 的 氨 栈 
tRNA 形成 一 个 氢 键 ， 从 而 帮助 催化 肽 基 转移 酶 反 
应 。 与 这 一 假设 一 致 的 是 除去 该 羟基 几乎 消除 了 肽 
基 转 移 酶 的 全 部 活性 。 类 伏地， 除去 23S rRNA 的 
A2451 的 2-OH， 可 强烈 抑制 肽 基 转移 酶 活性 。 该 
羟基 可 能 也 通过 形成 氧 键 参与 催化 反应 ， 或 通过 帮 
助 反 应 物 正确 定位 参与 催化 反应 。 穿 过 50S 亚 基 的 
通道 出 口 仅 够 通过 一 个 “螺旋 蛋白 。 HEA RNA 
构成 ， 其 亲 水 性 可 能 让 暴露 出 琉 水 侧面 的 新 生 蛋 白 
质 链 容易 滑 过 。 

大 多 数 mRNA 由 多 个 核糖 体 在 同一 时 间 翻 译 ， 
许多 核糖 体 翻译 一 条 mRNA 链 形成 串 状 的 结构 就 被 
称 为 多 聚 核糖 体 。 在 真 核 生物 中 ,核糖 体位 于 细胞 
质 中 。 在 原核 生物 中 ， 基 因 的 转录 和 mRNA 的 翻译 
同时 发 生 。 因 此 ， 可 发 现 许多 核糖 体 与 某 个 活性 基 
因 结合 在 一 起 。 


tRNA 作为 一 种 独立 于 核糖 体 的 小 RNA 被 发 
现 ， 它 能 负载 一 个 氨基 酸 ， 而 后 将 其 传 给 正在 合成 
MARK. MA tRNA 都 有 共同 的 三 叶 草 形 二 级 结构 。 
它们 有 4 个 碱 基 配 对 茎 ， 即 3 DER (DH, RE 
BHA TH) MZE, 用 于 和 氨基酸 的 负载 。 
tRNA 也 共有 一 种 三 维 形状 ， 类 似 于 倒置 的 L。 这 种 
形态 通过 使 D 茎 的 碱 基 同 反 密 码 子 茎 的 碱 基 以 及 T 
茎 的 碱 基 同 受 体 茎 的 碱 基线 性 排列 使 分 子 的 稳定 性 
达到 最 大 。tRNA 的 反 密 码 子 从 反 密码 子 环 的 一 侧 
突出 并 且 被 扭曲 成 一 种 与 mRNA 中 相应 的 密码 子 容 
易 配 对 的 形状 。 

tRNA 的 受 体 茎 和 反 密 码 子 在 关联 氨 酰 -IRNA 
合成 酶 的 tRNA 识别 过 程 中 起 关键 作用 。 在 特定 情 
况 下 ， 两 者 中 的 任何 一 种 都 能 决定 负载 的 特异 性 。 
X 射线 晶体 结构 已 经 表明 合成 酶 -tRNA 相互 作用 在 
两 类 氨 酰 -IRNA 合成 酶 之 间 不 同 。class I 合 成 酶 有 
针对 关联 tRNA 的 受 体 茎 和 反 密 码 子 的 裂缝 ， 并 且 
从 D 环 和 受 体 茎 小 沟 一 侧 靠 近 tRNA。class IAR 
酶 也 有 针对 受 体 共和 反 密 码 子 的 裂缝 ， 但 是 从 反面 
接近 其 RNA, IFAT MRAM AM, 

至 少 有 些 氨 酰 -tRNA 合成 酶 的 氨基 酸 选择 性 由 
RRIF Cdouble-sieve) 机 制 控制 。 第 一 次 筛选 是 粗 得， 
排除 太 大 的 氨基 酸 ， 通 过 合成 酶 的 氨基 酸 活化 位 点 
来 完成 。 这 个 位 点 大 小 足以 容纳 同类 的 氨基 酸 ， 但 
不 能 容纳 更 大 的 氨基 酸 。 第 二 次 筛选 是 细 筛 ， 降 解 
过 小 的 氨 酰 -AMP， 通 过 合成 酶 与 接纳 小 氨 酰 -AMP 
并 水 解 它们 的 第 二 活化 位 点 〈 编 辑 位 点 ) 完成 这 一 
任务 。 关 联 氨 酰 -AMP 由 于 过 大 不 能 嵌入 编辑 位 点 ， 
所 以 它 可 以 避免 被 水 解 。 


复习 题 


1. 绘 出 E.coli 核糖 体 30S 和 50S 亚 基 的 草图 ， 
显示 它们 是 如 何 结合 形成 70S 核糖 体 的 。 

2, 绘 出 核糖 体 30S 和 50S 亚 基 结合 处 的 草图 ， 
指出 在 A、P、 巨 位 点 中 tRNA 的 大 概 位 置 。 

3. tRNA 的 哪 一 部 分 与 30S 核糖 体 亚 基 结合 ? 
哪 一 部 分 与 50S 核糖 体 亚 基 结 合 ? 

4. 在 A 位 点 和 P 位 点 反 密码 子 的 相互 接近 为 什 
么 很 重要 ? 

5. 在 A 位 点 和 了 P 位 点 tRNA 的 受 体 茎 相互 接近 
为 什么 很 重要 ? 

6. 描述 本 章 中 介绍 的 双向 凝 胶 电 泳 的 过 程 ,说 
明 在 什么 情况 下 双向 凝 胶 电 泳 优 于 单 向 凝 胶 电 沪 。 

7. 给 出 合理 的 假设 ,解释 以 下 抗生素 如 何 干扰 
翻译 并 给 出 各 假设 的 证 据 : a. HER, b EREK. 

8. X 射线 衍射 数据 怎样 排除 了 核糖 体 蛋 白 在 及 
基 转 移 酶 中 作为 激活 位 点 ? 
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9. 给 出 证 据说 明 P 位 点 肽 酰 -IRNA 的 未 端 腺 苷 
的 2-OH 在 转 肽 中 的 重要 性 。 该 羟基 是 怎样 参与 转 
肽 的 ? 

10. 给 出 证 据说 明 23S rRNA 的 A2451 的 2'- 
OH 在 转 肽 中 的 重要 性 。 该 羟基 是 怎样 参与 转 肽 的 ? 

11. 怎样 知道 碱 基 A2451 (在 H. marismortui 
是 A2486) 在 转 肽 中 不 重要 ? 

12. 介绍 发 现 tRNA 的 实验 。 

13.tRNA 的 “三 叶 草 ”二 级 结构 是 如 何 发 
现 的 ? 

14, 图 示 tRNA 的 “三 叶 草 ”结构 并 指出 重要 
的 结构 元 件 。 

15. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 核 糖 体 对 氨 酰 - 
tRNA 的 tRNA 部 分 而 不 是 氨基 酸 部 分 做 出 响应 。 

16. 描述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 tRNA zE 
的 G3-U70 碱 基 对 是 tRNA 负载 再 氨 酸 的 决定 因素 。 

17. 至 少 给 出 一 条 证 据 ， 证 明 氨 酰 -tRNA 合成 
酶 对 tRNA 识别 反 密码 子 的 重要 性 。 

18. 根据 X 射线 晶体 学 研究 ， 说 明 tRNA 的 哪 
一 部 分 与 相应 的 氨 酰 -tRNA 合成 酶 结合 ? 
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19. 绘图 说 明确 保 氨基 酸 在 氨 酰 -TRNA 合成 酶 
中 选择 性 的 双 得 机制。 

20. 概括 异 亮 氨 酸 -tRNA 合成 酶 双 筛 选择 排除 
较 大 和 较 小 氨基 酸 的 证 据 。 


分 析 题 


1. 图 示 真 核 生物 多 聚 核糖 体 的 初生 蛋白 链 。 区 
分 mRNA 的 5' 端 和 3' 端 并 用 箭头 标 出 核糖 体 沿 
mRNA 移动 的 方向 。 

2. 图 示 原 核 生物 的 基因 转录 和 翻译 同时 进行 。 
说 明 初 生 mRNA 有 核糖 体 附着 ， 但 不 显示 初生 蛋 
白 。 用 箭头 标 出 转录 方向 。 

3. 你 正在 研究 RNA™ ， 其 负载 特异 性 可 能 受 
D 和 臂 的 C11-G24 碱 基 对 影响 。 设 计 两 个 实验 证 明 改 
变 该 碱 基 对 会 引起 tRNA 负载 特异 性 的 改变 。 第 一 
个 实验 应 该 是 一 个 体外 生化 反应 。 第 二 个 应 该 是 一 
个 体内 遗传 反应 。 


翻译 马 纪 RE KER 


第 20 章 DNA 复制 I: 基本 机 制 与 酶 学 


计算 机 生成 的 冈 崎 片段 模型 。 冈 崎 片段 是 DNA 复制 过 程 中 合成 的 单 链 短片 段 。 
© Ken Eward/SS/Photo Researchers, Inc. 


在 第 3 章 我 们 已 经 学 习 了 基因 的 3 种 主要 功能 .。 
功能 之 一 是 携带 遗传 信息 ， 我 们 已 经 在 本 书 的 大 部 
分 章节 中 学 习 了 细胞 是 如 何 通过 转录 和 翻译 解读 遗 
传 信息 的 。 基 因 的 另 一 个 功能 是 复制 ， 在 接 下 来 的 
两 章 中 将 详细 分 析 复制 过 程 。 此 外 ， 在 本 章 中 我 们 
还 将 学 习 DNA 的 损伤 与 修复 。 


20.1 DNA 复制 的 一 般 特 征 


我 们 首先 了 解 一 下 DNA 复制 的 一 般 机 制 。DNA 
的 双 螺旋 模型 表明 组 成 DNA 分 子 的 两 条 链 是 互补 的 ， 
因此 ， 原 则 上 讲 ， 每 条 链 都 可 以 作为 模板 合成 其 互补 
链 。 正 如 我 们 将 要 学 习 到 的 ，DNA 复制 的 半 保 留 模 
式 是 正确 的 。 此 外 ， 分 子 生物 学 家 还 揭示 了 DNA 复 
制 的 另 一 些 有 趣 的 一 般 性 特征 : 半 不 连续 复制 (形成 
短片 段 然后 连接 起 来 )、 需 要 RNA 引物 、 双 方向 复 
制 。 下 面 ， 我 们 依次 来 了 解 这 些 特征 。 


半 保 留 复制 


DNA 复制 的 沃 森 - 克 里 克 模 型 (已 在 第 2 章 介 
绍 ) 认为 ，DNA 分 子 中 新 合成 的 链 遵循 常规 的 AT、 
GC 碱 基 配 对 原则 。 该 模型 还 指出 ，DNA 分 子 中 的 
两 条 亲本 链 之 间 的 氢 键 断裂 而 彼此 分 开 ， 各 自作 为 模 
板 链 合 成 一 条 与 之 互补 的 新 生子 链 ， 新生 的 互补 链 与 


亲本 链 构成 子 代 DNA 分 子 。 这 种 复制 方式 称 为 半 保 
留 复制 〈semiconservative replication) ， 因 为 每 个 子 代 
双 螺 旋 DNA 分 子 中 ， 一 条 链 是 亲本 链 ， 另 一 条 链 是 
FHE (图 20. 1a)。 也 就 是 说 ,在 每 一 个 子 代 DNA 分 
子 中 都 保留 有 一 条 亲本 链 。 然 而 ， 这 并 不 是 DNA 复 
制 唯一 的 可 能 方式 ， 另 一 种 可 能 的 机 制 是 全 保留 复制 
(conservative replication) (图 20. 1b)， 两 条 亲本 链 彼 
此 结合 ， 恢 复原 状 ， 新 合成 的 两 条 子 链 彼此 互补 结合 
形成 一 条 新 的 双 链 。 当 然 ， 还 可 能 采取 随机 弥散 型 复 
if] (random dispersive replication) 方式 ， 亲 代 双 链 被 
切 成 双 链 片段 ， 复 制 完成 后 , “BI” DNA 同时 存在 
于 同一 条 链 中 〈 见 图 20. 1c) ， 这 种 复制 机 制 被 认为 可 
以 避免 双 链 DNA 解 旋 的 问题 。 

1958 年 ，Matthew Meselson 和 Franklin Stahl 
通过 一 个 经 典 的 实验 对 DNA3 种 复制 的 可 能 性 进行 
了 辨别 。 研 究 者 通过 在 添加 氮 同 位 素 的 培养 基 中 培 
FF E. coli 细胞 的 方法 而 使 E.coli 的 DNA 被 SN 所 
标记 ,*N-DNA 的 密度 比 普通 * N-DNA 的 密度 大 ， 
RE. HERA" N 的 培养 基 上 生长 的 E. coli 转 接 
BANN 的 普通 培养 基 中 培养 不 同时 间 ， 最 后 ， 通 
过 CsCl 密度 梯度 超速 离心 来 判定 DNA 的 密度 。 图 
20. 2 描述 了 对 照 实验 的 结果 ， 表 明 用 这 种 方法 可 以 
将 5N-DNA 和 *N-DNA 清晰 地 区 分 开 来 。 

如 果 按 照 这 3 种 不 同 的 复制 机 制 ，DNA 复制 一 
轮 后 会 出 现 怎 样 的 结果 呢 ? 如 果 是 全 保留 复制 ， 则 
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(a) 半 保留 复制 | 一 -一 | + | 
| 中 | 
(c) 弥散 复制 | = | + il 


图 20.1 DNA 复制 的 3 种 假说 。(a) 半 保留 复制 产 
生 两 个 子 代 双 螺旋 DNA 分 子 ， 每 个 子 代 DNA 分 
子 中 都 保留 有 一 条 旧 链 EE) 和 一 条 新 链 〈 红 
色 );〈b) 全 保留 复制 产生 两 个 子 代 双 螺旋 DNA 分 
子 ， 其 中 一 个 DNA 分 子 由 两 条 旧 链 组 成 〈 蓝 色 )， 
另 一 个 DNA 分 子 由 两 条 新 合成 的 子 链 组 成 〈 红 
色 ); Co) 弥散 型 复制 产生 两 个 子 代 双 螺 旋 DNA 分 
子 ， 每 一 个 子 代 双 螺旋 DNA 分 子 中 的 同一 条 链 是 
由 旧 链 和 新 链 混合 形成 的 。 


(b) 全 保留 复制 


图 20.2 通过 CsCl 密度 梯度 超速 离心 方法 分 离 
DNA。 将 含 普 通 氨 同 位 素 CN) 的 DNA 与 重 氨 
同位 素 CSN) 标记 的 DNA 混合 后 进行 CsCl 密度 
梯度 超速 离心 ， 由 于 5“ N-DNA 和 "N-DNA 的 密度 
不 同 ， 通 过 CsCl 密度 梯度 离心 而 分 成 两 条 清晰 的 
条 带 。(a) 离心 管 在 紫外 光照 射 下 的 图 像 。 此 图 像 
是 在 离心 机 旋转 的 情况 下 通过 其 窗口 观察 到 的 ， 
该 离心 机 的 设计 可 以 让 实验 者 在 不 停止 离心 机 旋 
转 的 情况 下 观察 离心 的 样品 。 两 黑色 条 带 分 别 代 
表 了 能 够 吸收 紫外 线 的 两 种 不 同 DNA, (b) 每 一 
条 带 黑 度 的 曲线 图 。 表 示 了 两 种 DNA 的 相对 含 
Sk. (Source: Adapted from Meselson, M. and 
F. Stahl, The replication of DNA in Escherichia co- 
li, Proceedings of the National Academy of Sci- 
ences USA 44 (1958) p. 673, £.2.) 
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两 条 重 的 亲本 链 仍然 结合 在 一 起 ， 那 么 就 会 产生 一 
个 新 的 双 螺 旋 DNA 分 子 。 因 为 这 个 新 的 双 螺 旋 
DNA 分 子 含有 轻 的 *N， 两 条 链 都 具有 较 小 的 密度 。 
这 样 由 两 条 重 链 (H/H) 组 成 的 亲本 双 螺 旋 DNA 
分 子 与 由 两 条 轻 链 (L/L) 组 成 的 子 代 双 螺 旋 DNA 
分 子 就 很 容易 通过 CsCl 密度 梯度 离心 而 分 开 (图 
20. 3a)。 另 一 方面 ， 如 果 是 半 保 留 复制 ， 则 亲 代 
DNA 分 子 中 的 两 条 重 链 就 会 彼此 分 开 ， 用 于 合成 新 
的 轻 的 与 之 互补 的 子 链 。 这 种 由 一 条 重 链 和 一 条 轻 
链 (H/D) 组 成 的 杂交 双 螺 旋 DNA 分 子 的 密度 将 
介 于 完全 由 重 链 (H/H) 组 成 的 双 链 DNA 分 子 的 
密度 与 完全 由 轻 链 (L/L) 组 成 的 双 链 DNA 分 子 的 
密度 的 中 间 值 (图 20. 3b)。 图 20. 4 表明 复制 事件 
确实 是 以 半 保 留 方式 进行 的 ， 在 第 一 轮 DNA 复制 
完成 后 ， 经 CsCl 密度 梯度 离心 ， 在 离心 管 中 只 出 现 
一 条 带 ， 位 于 由 重 链 DNA 形成 的 条 带 和 由 轻 链 
DNA 形成 的 条 带 的 中 间 位 置 。 这 就 排除 了 全 保留 复 
制 的 可 能 性 ， 但 弥散 型 复制 也 会 出 现 这 样 的 结果 。 
当 DNA 青 复制 一 轮 后 ， 其 结果 就 会 排除 弥散 
型 复制 假设 的 可 能 性 。 当 EE. coli 细胞 在 含有 *N 的 
培养 基 上 复制 两 轮 后 ， 按 照 弥散 型 复制 机 制 ，DNA 
复制 产物 中 重 链 占 25% 、 轻 链 占 75%。 半 保留 复制 
则 产生 一 半 H/L 类 型 的 DNA 分 子 和 一 半 L/L 类 型 
的 DNA 分 子 〈 见 图 20. 3b) 。 换 句 话说 ， 首 轮 复 制 
产生 的 H/L 杂交 分 子 ， 其 两 条 链 分开 ， 分 别 作为 模 
板 用 于 合成 互补 的 子 链 ， 产 生 的 H/L 类 型 DNA 分 
子 与 L/L 类 型 DNA 分 子 的 比例 为 1: 1。 并 且 事实 
确实 如 此 图 20.4)。 为 了 证 实 这 一 中 间 密 度 峰值 
确实 是 由 重 链 和 轻 链 按 1 : 1 组 成 的 DNA 分 子 产生 
的 ，Meseison 和 Stahl 将 完全 由 “N 标记 的 DNA 分 
FASTEN 培养 基 上 繁殖 1.9 代 的 DNA 混合 在 一 
起 ， 然 后 测定 峰值 间 的 距离 。 中 间 的 峰值 几乎 完全 
地 处 于 另外 两 峰值 的 中 心 位 置 〈 两 峰值 间距 的 50% 
士 2%)。 因 此 ， 这 一 研究 数据 是 对 DNA 半 保 留 复 
制 机 制 的 强 有 力 支持 。 
小 结 DNA 分 子 以 半 保 留 方式 进行 复制 ， 
当 亲 本 链 分 离 后 ,分 别 作为 模板 合成 一 条 新 的 与 
之 互补 的 子 链 。 
半 不 连续 复制 
如 果 让 我 们 设计 DNA 的 复制 机 制 ， 可 能 我 们 
想到 如 图 20. 5a 所 示 : DNA 双 链 解 旋 形 成 复制 又， 
沿 着 复制 叉 移 动 方向 ， 两 条 新 DNA 子 链 以 相同 方 
向 连续 合成 。 然 而 ， 这 一 方案 具有 致命 的 缺陷 : E 
要 求 这 一 复制 系统 能 够 按 5 一 3' 及 3' 一 5” 两 个 方向 
来 合成 DNA， 因 为 在 DNA 分 子 中 两 条 链 是 反 向 平 
行 的 ， 如 果 一 条 按 5 一 3' 方向 由 左 向 右 ， 那 么 另 一 
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图 20.3 DNA 复制 的 3 种 假设 。 在 细菌 繁殖 一 代 即 DNA 复制 一 轮 后 ， 全 保留 复制 模型 (a) 预期 会 产生 数 
县 相同 的 两 种 不 同 DNA 分 子 ， 即 一 种 是 完全 由 重 链 组 成 的 双 链 DNA 分 子 (H/H)， 另 一 种 是 完全 由 轻 链 组 
成 的 双 链 DNA 分 子 〈L/L)。 半 保留 复制 模型 (b) 和 弥散 型 复制 模型 〈c) 均 预期 会 出 现 一 条 带 ， 其 DNA 
分 子 密度 介 于 重 链 DNA 分 子 和 轻 链 DNA 分 子 的 中 间 。Meselson 和 Stahl 的 实验 结果 证 实 了 后 一 种 预测 ， 
因此 排除 了 全 保留 复制 的 可 能 性 。 按 弥散 型 复制 ， 当 细菌 繁殖 两 代 后， 仍然 产生 单 密度 条 带 ， 在 所 有 DNA 
分 子 中 ， 重 链 占 25%， 轻 链 占 75%. FL DNA 分 子 的 密度 介 于 轻 链 DNA 分 子 和 由 一 条 轻 链 与 一 条 重 链 组 成 
的 DNA 分 子 中 间 。 半 保留 复制 则 会 产生 数量 相同 的 两 种 不 同 的 DNA 分 子 ， 即 一 种 是 完全 由 轻 链 组 成 的 双 
链 DNA 分 子 〈L/L)， 另 一 种 是 由 一 条 轻 链 与 一 条 重 链 组 成 的 双 链 DNA 分 子 〈H/L)。 实 验 结果 青 次 证 实 了 


后 一 种 推测 ， 即 DNA 半 保 留 复制 是 完全 正确 的 。 


条 链 一 定 是 按 3 ~5 由 左 向 右 。 但 是 所 有 天 然 的 
DNA 复制 系统 的 合成 部 件 CDNA RAN 只 能 按 
一 个 方向 即 5 一 3 方向 合成 DNA 子 链 。 也 就 是 说 ， 
在 5 端 插 和 人 第 一 个 核 苷 酸 后 ， 通 过 在 生长 链 的 3' 端 
不 断 添加 核 苷 酸 而 使 子 链 不 断 向 3 端 延 伸 。 
按照 这 一 推理 ，Reiji Okazaki 推断 DNA 的 两 条 
链 并 不 完全 都 是 连续 复制 的 ， 从 理论 上 讲 ，DNA R 
合 酶 能 够 按 5 一 3' 方向 连续 合成 一 条 子 链 (前 导 
链 ，leading strand) ， 而 另 一 条 子 链 (后 随 链 ，lag- 
ging strand) 的 复制 一 定 是 不 连续 的 ， 如 图 20. 5b 
和 图 20. Sc 所 示 。 后 随 链 之 所 以 发 生 不 连续 复制 ， 
是 因为 其 合成 方向 与 复制 叉 移 动 方向 相反 ， 当 复制 


又 展开 暴露 出 新 的 区 域 用 于 DNA 复制 时 ， 后 随 链 
就 沿 着 远离 复制 又 的 “错误 ”方向 生长 ， 新 暴露 出 
的 DNA 区 域 只 能 在 复制 又 处 以 重新 起 始 的 方式 进 
行 复制 ， 而 复制 叉 后 面 的 DNA 片段 已 完成 复制 。 
这 种 DNA 合成 的 起 始 与 再 起 始 反复 不 断 地 发 生 。 
当然 ， 新 产生 的 短 DNA 片段 一 定 会 以 某 种 方式 连 
接 起 来 形成 一 条 连续 的 DNA 链 ， 成 为 DNA 复制 的 
最 终 产 物 。 

Okazaki 的 半 不 连续 复制 模型 提出 的 两 个 预测 均 
得 到 其 研究 团队 的 实验 验证 @ 因 为 至 少 有 一 半 新 
合成 的 DNA 首先 是 以 短 的 片段 形式 出 现 的 ， 用 放 
射 性 DNA 前 体 经 脉冲 标记 ， 在 连接 前 就 能 够 标记 
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图 20.4 证 明 DNA 复制 是 半 保 留 复制 的 CsCl 密 
度 梯度 超速 离心 实验 结果 。Meselson 和 Stahl 将 
FAN 标记 的 已 coli 细胞 转 接 到 含有 *N 的 培养 基 
上 ， 并 控制 其 繁殖 的 代数 ， 繁 殖 代数 在 图 版 右 侧 
标 出 ， 然 后 将 细菌 DNA 进行 CsCl 密度 梯度 超速 
离心 。(a) 旋转 离心 管 在 紫外 照射 下 形成 的 图 像 ， 
暗 带 对 应 于 重 链 DNA〈 右 ) 和 轻 链 DNA (£). 
在 这 两 条 带 的 中 间 也 能 观察 到 中 间 密 度 值 的 条 带 ， 
在 1.0 代 和 1.1 代 时 确实 只 观察 到 这 一 条 中 间 带 ， 
这 条 带 对 应 的 双 螺旋 DNA 分 子 是 由 一 条 被 SN 标 
记 的 重 链 和 一 条 " N 轻 链 组 成 ， 正 如 半 保 留 复制 
模型 所 预测 的 那样 。 当 繁殖 到 1.9 代 时 ，Me- 
selson 和 Stahl 观察 到 峰值 大 致 等 量 的 两 条 带 ， 即 
中 间 带 H/L 及 IL/L 带 ， 这 也 是 半 保 留 复制 模型 所 
预测 的 结果 。 当 繁殖 到 3 代 或 4 代 以 后 ， 他 们 观 
察 到 ， 中 间 带 H/L 逐渐 消失 ， 而 L/L 带 却 逐渐 增 
加 , 这 也 是 半 保 留 复 制 模型 所 预测 的 结果 。 
(b) 利用 密度 计 分 析 图 (a) 中 的 条 带 ， 量 化 每 一 
条 带 DNA 的 量 。 (Source: Meselson, M. and 
F. W. Stahl, The replication of DNA in Escherich- 
ia coli, Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 44; 675, 1958.) 


并 捕捉 到 这 些 短片 段 ，@@ 如 果 消除 具有 连接 功能 的 
DNA 连接 酶 (DNA ligase)， 那 么 用 放射 性 DNA 前 
体 进行 相对 较 长 时 间 的 脉冲 标记 ， 也 能 检测 到 这 些 
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短 的 DNA 片段 。 

Okazaki 选择 T4 Ba OKAY DNA 复制 作为 其 研 
究 DNA 复制 的 模式 系统 ， 该 系统 具有 简单 且 易 获 
得 DNA 连接 酶 突变 体 的 优势 。 为 验证 第 一 个 推测 ， 
Okazaki 及 同事 在 逐渐 缩短 脉冲 标记 时 间 的 情况 下 ， 
用 *H- 脱 氧 胸 苷 脉冲 标记 进行 T4 DNA 复制 的 E 
-coli 细胞。 为 确保 这 些 短片 段 在 连接 前 被 捕捉 ， 
研究 者 采用 2s 的 脉冲 标记 时 间 。 最 后 ， 通 过 超速 离 
心 方法 测定 了 新 合成 DNA 片段 的 大 小 。 

图 20. 6a 显示 了 实验 的 结果 。 脉 冲 标记 2s 后 ， 
通过 密度 梯度 离心 ， 能 够 观测 到 一 些 标记 DNA， 在 
极限 检测 范围 内 ， 所 有 标记 DNA 都 是 很 小 的 片段 ， 
长 度 为 1000 一 2000nt， 这 些 片 段位 于 离心 管 项 部 附 
近 。 随 着 脉冲 时 间 的 延长 ， 在 靠近 离心 管 底部 位 置 
处 出 现 了 另 一 个 标记 DNA 的 峰 ， 这 是 由 于 新 合成 
的 标记 DNA 小 片段 连接 到 在 标记 实验 开始 前 就 已 
合成 的 DNA 大 片段 上 而 造成 的 结果 。 因 为 在 实验 
开始 前 这 些 大 片段 并 没有 被 标记 ， 所 以 不 会 显现 出 
来 ， 只 有 经 过 一 段 足 以 使 连接 酶 将 较 小 的 标记 片段 
连接 到 这 些 大 片段 上 的 时 间 ， 才 能 显现 ， 这 只 需 几 
秒 钟 的 时 间 。 他 们 恰如其分 地 将 复制 时 最 初 形成 的 
DNA 短片 自称 为 风 崎 片段 (Okazaki fragment). 

冈 崎 片段 的 发 现 为 T4 DNA 在 复制 过 程 中 至 少 
是 部 分 采取 不 连续 复制 的 方式 提供 了 证 据 。 当 DNA 
连接 酶 失去 功能 时 ， 小 的 DNA 片段 就 会 积聚 到 一 
个 很 高 的 水 平 ， 这 充分 证 明 这 一 推测 。Okazaki 研究 
小 组 用 DNA 连接 酶 基因 缺陷 型 T4 突变 体 开展 了 该 
实验 的 研究 工作 。 图 20. 6b 显示 ， 在 该 突变 体 中 冈 
崎 片段 的 峰值 占 主导 。 即使 进行 1min 的 长 时 间 标 
记 ， 依 然 存在 大 量 的 标记 片段 ， 这 表明 冈 崎 片段 并 
不 是 短 时 脉冲 标记 的 产物 。 

只 有 DNA 的 两 条 链 均 以 不 连续 方式 进行 复制 
才 可 以 解释 小 片段 标记 DNA 显著 积累 的 现象 ， 如 
图 20. Sc 所 示 。 但 这 些小 片段 DNA 产生 的 真正 原因 
可 能 是 DNA 修复 系统 将 错 配 的 dUMP 残 基 切 除 的 
结果 。UTP 是 RNA 的 一 个 基本 前 体 ， 但 细胞 内 也 
存在 dUTP, 会 偶尔 取代 dTTP 错 配 挫 人 到 DNA 链 
中 (以 dUMP 的 形式 )。 细 胞 内 有 两 种 酶 能 够 减少 
这 种 情况 的 发 生 : 一 种 是 由 dut 基因 编码 的 dUTP 
酶 (dUTPase)， 能 够 降解 dUTP, 另 一 种 是 由 ung 
基因 编码 的 尿 喀 啶 N-W EFE (uracil N-glycosy- 
lase) ， 能 够 从 DNA 链 中 将 错误 挫 入 的 尿 喀 啶 切除 
而 产生 一 个 无 碱 基 位 点 ， 在 修复 过 程 中 该 位 点 易 被 
水 解 而 断裂 。 这 样 ， 不 管 是 连续 复制 还 是 不 连续 复 
制 ， 都 会 因 修复 而 产生 一 些 短片 段 。 问 题 是 ， 在 图 
20. 6 中 观测 到 的 冈 崎 片段 中 ， 不 连续 复制 所 产生 的 
冈 崎 片段 与 因 修复 错 配 的 dUMP 残 基 所 产生 的 片段 


图 20.5 DNA 复制 的 连续 、 半 不 连 


续 和 不 连续 模型 。(a) 连续 复制 模型 。 Ba HRAM 
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图 20.6 DNA 复制 至 少 是 半 不 连 
续 的 实验 证 据 。(a) 冈 崎 及 同事 用 
放射 性 前 体 以 极 短 的 脉冲 时 间 标 
记 复制 的 T4 DNA， 通 过 密度 梯 
度 超速 离心 ,将 DNA 产物 按 大 小 
进行 分 离 ， 在 脉冲 标记 时 间 最 短 
时 ,主要 是 短片 段 获得 了 标记 
(位 于 离心 管 顶 部 附近 )， 与 不 连 
续 复制 模型 的 预期 结果 相符 ; 
(b) 在 DNA 连接 酶 基因 缺陷 的 突 
变 体 中 ， 即 使 在 较 长 的 脉冲 标记 
时 间 〈 结 果 中 显示 的 是 lmin) 条 
件 下 ,仍然 有 DNA 短片 段 的 
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相对 于 离心 管 项 部 的 距离 


各 占 多 少 比例 ? 随后 的 研究 结果 表明 : 因 修 复 而 产 
生 的 短片 段 约 占 冈 崎 片段 总 量 的 一 半 ， 所 以 DNA 
复制 是 以 半 不 连续 方式 进行 的 : 一 条 链 连续 复制 ， 
而 另 一 条 链 不 连续 复制 。 

MG FEE. coii《〈 以 及 其 他 生物 体 ) 中 DNA 
复制 是 半 不 连续 的 ， 一 条 链 是 沿 复制 丸 移 动 的 方 
向 连续 复制 ， 而 另 一 条 链 是 沿 相反 方向 进行 不 连 
续 复 制 ， 产 生 1 一 ?kb MPM BE, MATTER 
链 都 按 5 一 3 方向 合成 DNA FE. 


DNA 合成 的 引发 
在 前 面 章节 中 我 们 已 经 了 解 到 ，RNA RANNE 
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相对 于 离心 管 项 部 的 距离 


累积 。 


够 很 简单 地 通过 从 头 开始 一 条 新 生 RNA 链 的 合成 
而 起 始 转录 ，RNA 聚合 酶 将 第 一 个 核 苷 酸 引 人 正确 
的 位 置 ， 然 后 将 第 二 个 核 苷 酸 添 加 在 第 一 个 核 苷 酸 
的 3 端 , 但 DNA 聚合 酶 却 不 能 以 同样 的 策略 起 始 
DNA 的 合成 。 如 果 我 们 在 一 个 反应 体系 中 加 入 
DNA 聚合 酶 、 所 有 的 核 苷 酸 以 及 合成 DNA 所 需要 
的 其 他 小 分 子 ， 并 加 入 一 条 单 链 DNA 或 没有 断裂 
的 双 链 DNA 后 ，DNA 聚合 酶 并 不 能 合成 一 条 新 的 
DNA 链 ， 这 是 为 什么 ? 难道 缺少 某 种 成 分 ? 

现在 已 经 知道 缺少 的 成 分 是 引物 ， 是 能 够 被 
DNA 聚合 酶 捕获 的 核 苷 酸 片 段 ， 并 能 向 其 3 端 添加 
核 苷 酸 而 使 引物 延长 ， 这 段 引 物 不 是 DNA， 而 是 
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RNA 小 片段 。 图 20. 7 为 该 过 程 的 简化 图 示 。 首 先 ， 
复制 叉 打 开 ， 其 次 ， 短 RNA 引物 的 合成 ; 再 次 ， 
DNA 聚合 酶 通过 在 引物 上 添加 脱氧 核糖 核 苷 酸 而 合 
成 DNA， 如 图 20. 7 中 箭头 所 示 。 

支持 RNA 引 发 DNA 合成 的 第 一 个 证 据 是 抗 生 
素 利 福 平 能 够 抑制 已 coli 细胞 提取 物 对 M13 噬菌体 
DNA 的 复制 。 令 人 奇怪 的 是 ， 利 福 平 能 够 抑制 
E. coli RNA 聚合 酶 的 活性 ， 但 不 会 抑制 DNA RE 
酶 的 活性 ， 对 此 情况 的 解释 就 是 M13 哗 菌 体 利用 
E. coli 的 RNA 聚合 酶 合成 用 于 DNA 复制 的 RNA 
引物 ， 然而， 这 并 不 是 普遍 现象 。 即 使 是 E. coli 也 
不 会 利用 自身 的 RNA 聚合 酶 来 引发 DNA 的 合成 ， 
而 是 通过 专门 的 酶 系 实现 DNA 合成 的 引发 。 

RNA 引发 DNA 复制 的 最 有 力 证 据 是 DNA 酶 
不 能 完全 降解 网 崎 片段 ， 总 是 剩余 一 些 长 度 为 10 一 
12bp 的 RNA 小 片段 。 这 项 研究 工作 主要 是 由 Reiji 
Okazaki 的 夫人 Tuneko Okazaki 及 同事 完成 的 ， 
Tuneko Okazaki 及 同事 最 初 估算 的 RNA 引物 太 小 ， 
长 度 仅 为 1 一 3nt。 有 2 个 难题 造成 了 引物 的 长 度 被 
低估 : @ 在 提纯 之 前 ，RNA 引物 已 被 核酸 酶 降解 ; 
四 研究 者 无 法 区 分 降解 引物 与 完整 引物 。 在 1985 
完成 的 第 二 组 实验 中 ， 冈 崎 研究 组 解决 了 这 两 个 难 
题 ， 并 发 现 完整 引物 的 实际 长 度 为 10 一 12nt。 

为 降低 核酸 酶 活性 ， 研 究 者 以 核酸 酶 H 缺失 的 
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图 20.7 DNA 合成 的 引发 。(a) 两 条 
母 链 CRE) 分 离 ，(b) 合成 短 的 


RNA 引物 (红色 ); (c) DNA RAM 
以 引物 为 起 始点 合成 子 代 DNA fE CAR 
色 箭头 )。 


突变 菌株 、DNA 育 合 酶 1 的 核酸 酶 活性 缺失 的 突变 
菌株 和 核酸 酶 H 与 DNA 聚合 酶 1 的 核酸 酶 活性 均 
缺失 的 突变 菌株 为 对 象 开展 研究 ， 结 果 发 现在 这 些 
突变 菌株 中 完整 RNA 引物 的 产量 大 幅 提 高 。 为 只 
标记 未 降解 的 完整 引物 ， 研 究 者 用 加 帽 酶 、 乌 苷 酰 
转移 酶 及 [op] GTP 标记 RNA 引物 的 5' 端 , 在 
第 15 章 已 介绍 过 鸟 苷 酰 转移 酶 能 够 将 GMP 添加 到 
RNA 的 5 端 磷酸 盐 上 (理论 上 是 末端 二 磷酸 )。 如 
果 引 物 在 5 端 被 降解 ， 那 么 它 就 会 失去 这 些 磷 酸 盐 ， 
从 而 也 就 失去 了 标记 。 

用 这 种 方法 将 RNA 引物 标记 后 ， 研 究 者 用 
DNA 酶 处 理 冈 崎 片段 ， 去 除 其 DNA 部 分 ， 然 后 ， 
将 剩余 的 标记 引物 进行 凝 胶 电 泳 。 图 20.8 描述 了 实 
验 的 结果 ， 所 有 突变 菌株 中 的 RNA 引物 均 产生 了 
清晰 可 见 的 条 带 ， 长 度 约 为 (11 士 1) nt. SERR 
没有 产生 可 检测 的 条 带 ， 核 酸 酶 显然 已 经 将 大 多 数 
或 全 部 完整 的 RNA 引物 进行 了 降解 ， 进 一 步 的 实 
验 将 图 20. 8 中 的 宽带 分 解 为 3 条 大 小 分 别 为 10nt、 
Unt 和 12nt 的 离散 条 带 。 

小 结 -Eco 细胞 内 的 网 崎 片段 的 合成 由 长 
BEA 10~12nt 的 RNA 引物 引发 。 在 野生 型 细胞 
内 ， 由 于 降解 RNA 的 酶 的 存在 ， 很 难 检测 到 完 
整 的 RNA 引物 


图 20.8 RNA 引物 的 发 现 与 测定 。Tuneko Oka- 
zaki 及 同事 从 E. coli 的 野生 型 菌株 和 突变 型 菌株 
中 分 离 罗 崎 片段 ， 突 变 菌株 分 别 缺 失 降 解 RNA 
引物 的 核酸 酶 中 的 一 种 或 丙种。 用 [a*P] GTP 
和 加 帽 酶 标记 冈 崎 片段 中 的 完整 引物 ， 然 后 ， 研 
究 者 用 DNA 酶 降解 冈 崎 片段 中 的 DNA， 对 留 下 
的 标记 引物 进行 电泳 和 放射 自 显影 分 析 。M 泳 道 
为 Marker，a 一 d 泳 道 为 DNA 酶 降解 前 ，e 一 h 
泳 道 为 DNA 酶 降解 后 ，a 和 e 泳 道 为 RNase H 
缺陷 菌株 ，b 和 f 泳 道 为 DNA 聚合 酶 1 的 核酸 酶 
缺陷 菌株 ，c 和 g 泳 道 为 RNase H 和 DNA 聚合 
W I 核 酸 酶 均 缺 陷 菌 株 ，d 和 h 泳 道 为 野生 型 菌 
株 。 两 种 核酸 酶 均 缺 陷 的 菌株 能 产生 较 多 引物 Ce 
泳 道 )， 所 有 处 理 下 引物 的 长 度 是 (11 士 1) nt, 
13 聚 体 Gpp (PA): 的 位 置 标注 在 图 的 右 侧 。 
(Source: Kitani, T., K.-Y. Yoda, T. Ogawa 
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and T. Okazaki, Evidence that discontinuous DNA replication in Escherichia coli is primed by approximately 10 
to 12 residues of RNA starting with a purine, Journal of Molecular Biology 184 (1985) p.49, f.2, by per- 


mission of Academic Press. ) 


双向 复制 


20 世纪 60 年 代 初 ，John Cairns 用 放射 性 DNA 
前 体 标记 正在 复制 过 程 中 的 E.coli DNA 分 子 ， 图 
20. 9a 显示 了 实验 的 结果 及 Cairns 对 实验 结果 的 亲 
WE, PAL 20. 9a 中 描述 的 结构 与 希腊 字母 9 在 外 形 上 
类 似 因 而 被 称 为 9 结构 ， 因 为 图 20. 9a 中 DNA 的 9 
结构 并 不 十 分 明显 ， 所 以 在 图 20. 9b 中 简略 图 示 了 
第 二 轮 复制 过 程 的 放射 自 显影 结果 。 图 20. 9 显示 ， 
DNA 的 复制 起 始 于 一 个 “ 泡 ” 的 产生 ， 即 亲本 链 分 
离 、 子 代 DNA 开始 合成 的 小 区 域 。 随 着 泡 的 扩展 ， 
正在 复制 的 DNA 开始 呈现 6 轮廓 。 现 在 我 们 可 以 辨 
认 图 20. 9b 中 部 示意 图 所 显示 的 放射 自 显影 图 像 ， 
此 时 ，9 的 横 辟 已 生长 到 足够 的 长 度 ， 从 而 延伸 到 
环形 DNA 分 子 区 域 。 

E 20. 9 所 示 的 9 结构 中 包含 有 X AY 两 个 复 
制 丸 (replicating fork) ， 由 此 产生 一 个 重要 的 问题 ， 
究竟 是 其 中 之 一 还 是 这 两 个 复制 叉 均 代表 DNA 活 
路 复制 的 位 点 ? 换 句 话说 ，DNA 是 单 向 复制 的 还 是 
双向 复制 的 ? 单 向 复制 时 ， 一 个 复制 叉 向 远离 另 一 
个 复制 叉 的 方向 移动 ; 双向 复制 时 ， 两 个 复制 丸 反 
向 远离 原点 的 方向 移动 。Caims 的 放射 自 显影 图 像 
无 法 对 这 个 问题 做 出 回答 ， 但 Elizabeth Gyurasits 和 
R. B. Wake 在 研究 枯草 杆菌 ( Bacillus subtilis ) 
DNA 复制 时 明确 发 现 ，DNA 的 复制 是 双向 进行 的 。 

研究 者 采取 的 研究 策略 是 先 使 枯草 杆菌 细胞 在 
含有 弱 放 射 性 DNA 前 体 的 培养 基 上 进行 短 时 培养 ， 


然后 再 转 接 到 含 强 放射 性 DNA 前 体 的 培养 基 上 进 
行 短 时 培养 ， 标 记 前 体 均 为 CH] ORME BE. TE 
一 类 型 的 放射 自 显影 分 析 实 验 中 ， 氛 CH) 是 十 分 
有 用 的 放射 性 同位 素 ， 因 为 其 放射 性 较 弱 ， 以 至 于 
产生 的 射线 在 感光 乳剂 中 停止 并 产生 银色 痕迹 前 不 
会 向 远 处 传播 ， 这 意味 着 放射 自 显影 的 银色 图 像 与 
放射 性 DNA 的 形状 密切 相关 ， 更 为 重要 的 是 未 标 
记 的 DNA 并 没有 出 现在 放射 自 显影 图 像 中 。 实验 
中 的 脉冲 标记 时 间 很 短 ， 以 至 于 只 有 复制 泡 才 是 可 
见 的 《图 20. 10a)， 注 意 不 要 与 图 20.9 中 的 完整 细 
菌 染 色 体 相 混淆 。 

如 果 仔 细 观 察 图 20. 10a， 你 会 注意 到 银色 痕迹 
是 不 均一 的 ， 这 些 银色 痕迹 集中 在 复制 泡 的 两 个 分 
又 处 ， 额 外 的 标记 表明 这 一 区 域 的 DNA 是 在 高 放 
射 强度 脉冲 标记 期 间 复制 的 ， 由 于 都 有 额外 标记 ， 
说 明 两 个 复制 叉 在 高 放射 强度 脉冲 标记 期 间 均 处 于 
活动 状态 。 所 以 ， 枯 草 杆菌 DNA 的 复制 是 双向 进 
行 的 ， 产 生 于 固定 复制 原点 Corigin of replication) 
的 两 个 复制 叉 沿 环形 DNA 分 子 相 向 移动 ， 直 至 在 
环形 分 子 的 另 一 侧 相 过 。 使 用 该 方法 及 其 他 技术 ， 
ZEAMI HIERE. coli 染色 体 也 是 双向 复制 的 。 

J. Huberman 和 A. Tsai have 以 真 核 生物 果 蝇 
(Drosophila melanogaster) 为 研究 对 象 ， 开 展 了 同 
样 的 放射 自 显影 研究 工作 。 研 究 者 用 强 放射 性 〈 高 
比 度 放射 性 ) DNA 前 体 进行 脉冲 标记 ， 随 后 用 低 放 
射 性 ( 低 比 度 放射 性 ) DNA 前 体 进行 脉冲 标记 。 这 
两 种 标记 交替 进行 ， 即 将 标记 过 程 颠倒 ， 先 进行 低 
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图 20.9 E.coli DNA 复制 的 8 模型 。(a) 正在 复制 过 程 中 的 E. coli DNA 放射 自 显影 图 像 及 其 图 例 解释 。 
PERN ETT IR TELE DI ARIE Fy DNA 完成 第 一 轮 复制 并 进入 到 第 二 轮 复制 。 在 右 侧 的 解释 简 图 中 ， 红 
色 线 代表 标记 的 DNA， 蓝 色 线 代表 未 标记 的 亲本 DNA, (b) DNA 复制 9 模型 的 详细 描述 。 有 色 线条 的 
代表 含义 与 图 (a) HIF]. (Source: (a) Cairns, J., The chromosome of Escherichia coli. Cold Spring 
Harbor Symposia on Quantitive Biology 28 (1963) p. 44.) 
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高 放射 强度 脉冲 的 起 点 


图 20.10 DNA 双向 复制 的 实验 论证 。 (a) 正在 复制 的 枯草 杆菌 (Bacilius subtilis) DNA 的 放射 和 白 显影 
图 像 。 休 眠 的 细菌 孢 子 在 含 弱 放 射 性 DNA 前 体 的 培养 基 上 萌发 ， 新 形成 的 复制 泡 被 微弱 标记 ， 当 复制 泡 
生长 到 一 定 长 度 后 ， 添 加 放射 性 较 强 的 DNA 前 体 进行 短 时 标记 ; (b) 放射 自 显影 实验 结果 的 阐释 。 紫 色 
线条 代表 在 低 放 射 性 脉冲 标记 期 间 产 生 的 弱 标 记 DNA 链 ， 橙色 线条 代表 在 随后 的 强 放射 性 脉冲 标记 期 间 
产生 的 强 标记 DNA 链 。 由 于 两 个 复制 叉 都 有 强 放射 性 标记 ， 说 明 枯草 杆菌 DNA 的 复制 是 双向 的 。 
(Source: (a) Gyurasits, E. Band R. J. Wake, Bidirectional chromosome replication in Bacillus subtilis, 
Journal of Molecular Biology 73 (1973) p.58, by permission of Academic Press. ) 


比 度 放 射 性 标记 ， 然 后 在 进行 高 比 度 放射 性 标记 。 ”复制 义 。 为 什么 与 枯草 杆菌 DNA 的 实验 不 同 ， 标 
将 标记 的 果 蜗 DNA 进行 放射 自 显影 处 理 ， 获 得 的 。 记 并 没有 从 复制 原点 的 中 间 位 置 处 开始 呢 ? 在 对 村 


图 像 显 示 ， 延 伸 的 DNA 并 没有 使 复制 泡 保持 开放 
状态 ， 而 是 以 单条 银色 痕迹 的 形式 出 现 ， 且 忽而 消 
失 、 忽 而 显现 。 

条 斑 的 一 端 是 标记 的 开始 ， 另 一 端 则 意味 着 标 
记 的 结束 。 在 实验 中 ， 标 记 条 王 是 成 对 出 现 的 (图 
20. 11a)， 代 表 着 产生 于 共同 起 始 位 点 且 反 向 移动 的 
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草 杆菌 开展 的 实验 中 ， 研 究 者 通过 孢子 在 同一 时 间 
萌发 而 使 细胞 达到 同步 化 状态 ， 因 此 ， 研 究 者 可 以 
在 细胞 起 始 DNA 复制 前 (如 孢子 萌发 前 将 标记 
加 入 到 细胞 内 。 但 在 果 蝇 的 实验 中 ， 很 难 能 够 使 细 
胞 达到 同步 化 状态 。 结 果 发 现 ，DNA 的 复制 通常 在 
标记 物 加 入 前 就 已 开始 了 ， 所 以 中 间 的 空白 区 域 表 
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图 20.11 


真 核 生物 细胞 内 的 DNA 双向 复制 。(a) 正在 复制 中 的 果 蜗 DNA 放射 自 显影 图 像 ， 先 用 强 放射 


性 DNA 前 体 进行 脉冲 标记 ， 随 后 用 弱 放 射 性 DNA 前 体 进行 脉冲 标记 。 注 意 成 对 条 斑 〈 用 方 括号 表示 ) 从 
中 间 向 外 侧 端 逐渐 变 细 ， 这 表明 被 标记 的 复制 子 具有 一 个 中 央 复 制 起 点 和 两 个 复制 丸 。Cb) 先进 行 强 放射 
性 脉冲 标记 、 随 后 进行 弱 放 射 性 脉冲 标记 后 观察 到 的 放射 自 显 影 图 像 的 理想 模式 化 图 解 ， 该 模式 图 预测 ， 
如 果 成 对 条 斑 代 表 两 个 独立 的 单方 向 复制 子 ， 那 么 它们 的 复制 叉 移 动 的 方向 相同 ， 后 一 种 模式 没有 观察 
到 。(c) HERR HSE DNA 的 放射 自 显影 图 像 。 成 对 条 斑 具 有 恒定 的 大 小 和 形状 ， 表 明 相应 的 复制 子 
在 同一 时 间 开 始 复制 。(Sources: (a) Huberman, J. A. and A. Tsai, Direction of DNA replication in mam- 
malian cells. Journal of Molecular Biology 75 (1973) p.8, by permission of Academic Press, (c) Callan, 
H.G., DNA replication in the chromosomes of eukaryotes. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative 


Biology 38 (1973) f.4c, p. 195.) 


示 没有 标记 前 体 挫 入 的 已 完成 复制 的 DNA 区 域 。 

图 20. 11a 中 成 对 条 斑 的 形状 是 向 外 一 端 逐 渐变 
细 ， 十 分 类 似 于 老式 打 蜡 胡须 。 这 表明 在 DNA 复 
制 过 程 中 ， 先 挫 和 人 了 强 放射 性 标记 前 体 ， 然 后 再 掺 
人 了 弱 放射 性 标记 前 体 ， 导 致 放射 性 强度 从 复制 原 
点 向 两 侧 逐 渐 减弱 。 相 反 的 实验 过 程 即 先进 行 “ 冷 ” 
标记 ， 随 后 再 进行 “ 热 ” 标 记 ， 则 标记 条 斑 的 形状 
恰似 倒转 的 打 螨 胡须 ， 向 内 逐渐 变 细 。 当 然 ， 这 些 
成 对 条 斑 也 可 能 是 由 空间 距离 相对 较 近 的 独立 复制 
原点 在 进行 复制 时 产生 的 ， 但 是 我 们 不 可 能 指望 这 
些 复制 原点 总 是 以 相反 的 方向 进行 复制 。 当 然 也 有 
一 些 复制 原点 是 以 相同 方向 复制 的 ， 从 而 产生 非 对 
称 性 的 放射 自 显影 图 像 ， 如 图 20. 11b 中 的 假设 。 但 


事实 上 并 没有 观察 到 这 种 情况 ， 所 以 ， 这 些 放射 自 
显影 实验 的 结果 确证 观察 到 的 每 对 条 斑 确 实 只 代表 
着 一 个 复制 原点 ， 而 不 是 相互 千 近 的 两 个 复制 原点 。 
显然 ， 果 蝇 的 DNA 是 双向 复制 的 。 

这 些 实验 结果 都 是 以 体外 培养 的 成 熟 果 蝇 细 胞 
为 研究 对 象 获得 的 ，H. G. Callan 及 同事 用 高 放射 性 
标记 前 体 和 两 栖 动物 胚 性 细胞 开展 了 类 似 的 实验 研 
究 ， 如 图 20. 11c 所 示 ， 实 验 (以 蝶 岩 胚 性 细胞 为 研 
究 对 象 ) 结果 是 惊人 的 。 与 成 熟 昆虫 细胞 DNA 复 
制 的 放射 自 显影 图 像 相反 ， 此 实验 获得 的 成 对 条 斑 
的 形状 相同 ， 长 度 大 体 一 致 ， 中 间 间 距 相等 ， 表 明 
这 些 复制 原点 是 同时 起 始 复制 的 ， 这 一 点 是 肯定 的 ， 
因为 挫 入 的 标记 前 体 出 现在 复制 丸 的 相同 位 置 处 ， 
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相对 于 各 自 复制 原点 的 距离 是 相等 的 。 此 现象 可 能 
有 助 于 解释 螃 旦 胚 性 细胞 为 何 能 够 如 此 快速 〈 仅 需 
1lh， 而 成 熟 细 胞 则 需 40h) 地 完成 自身 DNA 的 复 
制 ， 所 有 复制 原点 能 够 同时 而 不 是 以 错开 的 方式 起 
始 复制 。 

有 关 复 制 原点 的 讨论 有 助 于 我 们 阐释 一 个 重要 
的 术语 一 一 复制 子 (replicon)。 一 个 DNA 复制 原 
点 所 控制 的 DNA 序列 称 为 一 个 复制 子 。 因 为 只 
有 一 个 复制 原点 ， 所 以 E. coli 的 整 条 染色 体 是 一 
个 复制 子 。 显 然 ， 真 核 生物 染色 体 包 含有 多 个 复 
制 子 ， 否 则 ， 完 成 整 条 染色 体 的 复制 需要 花费 太 
多 的 时 间 ， 即 使 以 原核 细胞 每 秒 合成 上 千 个 核 苷 
酸 的 DNA 复制 速度 。 事 实 上 ， 真 核 生 物 DNA 的 
复制 速度 要 比 原核 生物 DNA 的 复制 速度 慢 得 多 。 
显而易见 ， 真 核 生物 染色 体 的 复制 需要 多 个 复制 
子 的 参与 。 


单 向 复制 


是 否 所 有 的 遗传 系统 都 采取 双向 复制 的 方式 来 
完成 DNA 的 复制 ? 事实 并 非 如 此 ， 如 质粒 colE1 的 
复制 。 质 粒 是 指 是 游离 于 细胞 染色 体 之 外 能 够 独立 
复制 的 环 状 DNA 分 子 〈 参 见 第 4 章 )， 某 些 coli 
菌株 含有 colE1 质粒 ， 这 也 是 该 质粒 名 称 中 有 “col” 
的 原因 。Lovett 用 电子 显微镜 对 正在 复制 的 colE1 
分 子 进 行 了 观察 ， 结 果 发 现 只 有 一 个 运动 着 的 复 
WR. 

当然 ， 如 果实 验 者 仅 是 简单 地 观察 复制 着 的 环 
形 DNA 分 子 ， 将 只 能 观察 到 具有 两 个 复制 又 的 复 
制 泡 ， 但 无 法 确 知 复制 是 否 发 生 在 两 个 复制 叉 上 。 
实验 者 需要 DNA 分 子 上 拥有 一 些 标记 ， 这 些 标记 
能 够 在 DNA 复制 期 间 的 不 同时 间 段 内 确定 复制 叉 
的 位 置 。 相 对 于 标记 ， 一 方面 ， 如 果 两 个 复制 叉 都 
发 生 了 移动 ， 说 明 两 个 复制 丸 都 是 活动 着 的 ，DNA 
进行 双向 复制 ; 另 一 方面 ， 如 果 只 有 一 个 复制 丸 移 
BH, BBA DNA 进行 单方 向 复制 。 

Lovett 及 同事 选择 的 标记 是 colE1 DNA 分 子 上 
的 限制 性 内 切 核酸 酶 EcoRI 的 酶 切 位 点 。 在 第 4 章 
已 经 阐明 EcoRI 识别 的 序列 为 5-GAATTC-3 ， 
colE1 DNA 分 子 上 只 有 一 个 EroRI 识别 位 点 ， 所 以 
EcoRI 能 够 将 环形 colE1 DNA 切割 形成 线性 分 子 ， 
其 末端 产生 于 相同 的 位 点 即 EcoRI 酶 切 位 点 。 图 
20.12 显示 了 实验 的 结果 ， 很 明显 ， 相 对 于 线性 
DNA 分 子 的 末端 ， 只 有 一 个 复制 义 在 移动 ， 说 明 
colE1 DNA 是 单 向 复制 的 。 

水 结 ， 大 多 数 真 核 生 物 与 原核 生物 的 DNA 
是 进行 双向 复制 的 ，colEI 是 DNA 单 向 复制 的 一 
个 事例 。 


图 20.12 colEl DNA 的 单 向 复制 。 分 子 1 还 未 开 
始 复制 ， 因 此 看 不 到 复制 泡 的 存在 。 分 子 2 一 8 显 
示 复制 泡 在 逐渐 增 大 ， 最 值得 注意 的 是 ， 在 复制 
泡 的 上 方 有 一 段 没有 复制 的 DNA， 在 各 个 图 示 中 
始终 保持 不 变 。 相 反 ， 复 制 泡 下 方 的 一 段 DNA 则 
随 着 复制 泡 增 大 而 逐渐 变 短 ， 很 显然 ， 只 是 下 面 
的 复制 丸 正在 复制 ， 而 另 一 个 复制 义 处 于 静止 状 
Æ. (Source: Lovett, M. A., L. Katz and D, R. 
Helsinki, Unidirectional replication of plasmid 
ColE1 DNA. Nature 251 (27 Sept 1974) p. 338. 
Macmillan Magazines Ltd, ) 


滚 环 复制 

某 些 环形 DNA 分 子 采取 滚 环 复制 rolling cir- 
cle replication) 的 机 制 而 不 是 0 模式 进行 复制 。 例 
如 ，4X174 等 具有 单 链 环 形 基 因 组 DNA AYE, coli Mit 
菌 体 采用 相对 简单 的 滚 环 复制 机 制 完成 自身 DNA 
的 复制 ， 其 双 链 复制 型 (replicative form, RFI) 
DNA 分 子 能 够 产生 多 拷贝 的 单 链子 代 DNA 分 子 ， 
图 20. 13 简略 概述 了 滚 环 复制 机 制 。 根 据 复制 过 程 
中 间 步 又 (图 20. 13 中 的 步骤 b 和 c) 的 特点 而 将 该 
复制 模式 称 为 滚 环 复制 ， 正 在 复制 的 DNA 分 子 的 
双 链 部 分 进行 着 时 针 方 向 滚动 ， 由 此 牵引 出 单 链子 
代 DNA 分 子 ,恰似 展开 的 卫生 纸 卷 在 地 板 上 迅速 
滚动 。 复 制 过 程 的 中 间 分 子 类 似 于 倒 写 的 希腊 字母 
o 西格玛 )， 所 以 滚 环 复制 机 制 又 称 为 o 模式 ， 以 
区 别 于 6 模式 。 

滚 环 复制 并 非 只 产生 单 链 DNA 分 子 ， 有 些 噬 
菌 体 (如 入 噬菌体 ) 能 够 利用 滚 环 机 制 复制 双 链 
DNA 分子 。 在 和 DNA 复制 的 早期 阶段 ， 噬 菌 体 按 9 
复制 模式 产生 若干 个 环 状 DNA 分 子 拷贝 ， 这 些 环 
状 DNA 分 子 并 不 被 包装 到 噬菌体 颗粒 中 ， 而 是 作 
为 滚 环 复制 的 模板 ， 合 成 能 够 被 包装 的 线性 A DNA 


分 子 。 图 20. 14 描述 了 滚 环 复制 的 发 生 过 程 。 其 复 
制 叉 十 分 类 似 于 E. coli DNA 复制 时 的 复制 叉 ， 前 导 
链 〈 绕 环 的 那 条 链 ) 的 合成 是 连续 进行 ， 而 后 随 链 
的 合成 是 不 连续 的 。 在 入 叭 蓝 体 中 ， 子 代 DNA HF 
在 被 包装 前 会 达到 几 个 基因 组 的 长 度 ， 这 种 多 级 长 


图 20. 13 滚 环 复制 产生 单 链 环形 子 代 
DNA 的 示意 图 。 (a) 内 切 核酸 酶 在 双 
链 复制 型 DNA 分 子 的 正 链 上 产生 一 个 
缺口 ，(b) 缺口 产生 的 游离 3 端 成 为 
正 链 延伸 的 引物 ， 以 负 链 为 模板 延伸 
正 链 的 3 端 ， 从 而 将 正 链 的 5 端 置换 
出 来 。 红色 线条 代表 新 合成 的 DNA; 
(O 复制 持续 进行 ,使 正 链 的 长 度 接 
近 于 原 长 的 2 1%, DNA 环 按 逆 时 针 方 
向 滚动 ，(d) 置换 出 的 正 链 DNA 达到 
单位 长 度 时 被 内 切 核酸 酶 切 离 ， 然 后 
环 化 ，(e) 继续 以 负 链 为 模板 复制 合 
成 新 的 正 链 。 该 过 程 重复 发 生 ， 以 此 5 
产生 许多 环形 正 链 的 拷贝 。 
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小 结 “ 环 形 DNA 分 子 能 够 以 滚 环 机制 进 行 复 
制 。 双 链 DNA 分 子 的 一 条 被 切割 形成 一 个 切口 ， 
以 男 一 条 完整 的 链 为 模板 使 切口 的 3 端 被 延伸 ， 
从 而 将 切口 的 5 端 置换 出 来 。 在 噬菌体 4X174 的 
DNA 复制 过 程 中 ， 当 完成 一 轮 复 制 后 ， 就 会 释放 
出 一 个 全 长 的 单 链 环形 DNA F. HE i 
中 ， 置换 链 作 为 后 随 链 进行 不 连续 合成 的 模板 。 


20.2 DNA 复制 的 酶 学 


在 已 coli DNA 复制 过 程 中 ， 至 少 需 要 30 种 不 
同 多 肽 的 协同 运作 。 下 面 我 们 将 分 析 其 中 某 些 蛋白 
质 及 其 他 生物 体 的 同 源 蛋 白 的 活性 。 


度 的 DNA 分 子 称 为 连环 体 (concatemer)。 包 装机 
制 只 能 将 一 个 基因 组 长 度 的 线性 DNA 分 子 包装 到 
噬菌体 的 头 部 ， 所 以 ， 连 环 体 必须 在 每 一 个 完整 基 
RAWRAY cos 位 点 处 被 酶 切 开 。 


图 20.14 入 噬菌体 DNA 的 滚 环 复制 模 
型 。 当 环形 DNA 分 子 向 右 滚动 时 ， 前 导 
链 GIE) 连续 延伸 ， 而 后 随 链 〈 蓝 色 
的 延伸 是 不 连续 的 。 以 开 环 的 前 导 链 为 
模板 ， 利 用 RNA 引物 合成 冈 崎 片段 ,在 
单个 基因 组 长 度 的 DNA 被 切 下 并 包装 到 
噬菌体 头 部 之 前 ， 子 代 双 链 DNA 延伸 到 
多 个 基因 组 的 长 度 连环 体 )。 


E.coli 中 的 3 种 DNA 聚合 酶 


1958 4, Arthur Kornberg 发 现 了 E.coli 的 第 
一 个 DNA 聚合 酶 。 现 在 我 们 知道 它 只 是 3 种 DNA 
聚合 酶 中 一 种 ， 称 之 为 DNA RABI CDNA poly- 
merase I, pol D) 。 在 缺少 能 够 证 明细 胞 还 存在 其 他 
DNA 育 合 酶 证 据 的 情况 下 ， 许 多 分 子 生 物 学 家 认为 
pol 1 负责 细菌 基因 组 的 复制 。 正 如 我 们 将 要 了 解 到 
的 那样 ， 这 个 假设 是 不 正确 的 ， 但 是 ， 我 们 还 是 从 
pol 1 开始 对 DNA 聚合 酶 的 学 习 ， 因 为 此 酶 相对 简 
单 旦 研究 得 较为 透彻 ， 同 时 该 酶 具有 DNA 合成 酶 
的 基本 特征 。 

poll 尽管 pol 1 只 是 分 子 质 量 为 102kDa 的 单 
链 蛋 白质 ， 但 却 具有 多 种 功能 。pol 1 能够 催化 3 种 
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完全 不 同 的 反应 ， 当 然 pol 1 具有 DNA RABAT, 
但 还 有 2 种 不 同 的 外 切 核酸 酶 活性 : 3' 一 5' 外 切 核 
酸 酶 活性 及 5 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 。 为 什么 DNA 聚 
合 酶 还 需要 拥有 2 种 外 切 核酸 酶 活性 ? 3' 一 5' 外 切 
核酸 酶 活性 对 于 新 合成 DNA 的 校正 是 十 分 重要 的 
(图 20. 15) 。 如 果 pol I 将 错误 的 核 昔 酸 添加 到 正在 


生长 的 DNA 链 上 时 ， 错 误 的 核 苷 酸 将 不 能 与 亲本 
链 上 的 相应 碱 基 进 行 正 确 的 碱 基 配对 ， 应 该 将 这 个 
错误 核 苷 酸 去 除 。 于 是 ，pol I 发 生 暂停 ， 发 挥 其 
3' 一 5 外 切 核酸 酶 活性 将 错 配 的 碱 基 去 除 ， 从 而 使 
复制 得 以 继续 进行 ， 并 能 够 使 DNA 合成 的 忠实 性 
或 准确 性 大 幅度 提高 。 
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图 20. 15 DNA 合成 的 校正 。(a) 一 个 腺 味 叭 核 苷 酸 〈 红 色 ) 被 错误 地 加 入 到 胞 啼 喧 对 面 位 置 ， 破 坏 了 引 
物 3 端 所 要 求 的 碱 基准 确 配 对 原则 ， 造 成 复制 的 暂停 ，(b) 暂停 后 ，pol I 发 挥 其 3 一 5' 外 切 核酸 酶 活性 ， 
将 错 配 的 核 苷 酸 切 除 ; Cc) 当 正确 的 碱 基 对 得 以 修复 后 ，pol 1 继续 合成 DNA。 


5'~~3' 外 切 核酸 酶 活性 使 pol I 能 够 降解 聚合 酶 
前 方 的 DNA 链 ， 所 以 ， 当 聚合 酶 经 过 时 可 以 实现 
整 条 链 的 移 除 或 置换 ， 至 少 在 体外 是 如 此 。 由 于 
pol I 聚合 酶 活性 主要 用 于 DNA 的 修复 (包括 RNA 
引物 的 去 除 和 置换 )， 因 而 其 DNA 降解 功能 显得 十 
分 重要 ， 可 以 切除 受 损 或 错 配 的 DNA 序列 (或 
RNA 引物 )， 以 正确 的 DNA 取而代之 。 图 20. 16 $ 
述 了 RNA 引物 去 除 与 置换 的 过 程 。 

pol 1 还 具有 另 一 个 重要 的 特征 ， 在 温和 的 蛋白 
酶 水 解 作用 下 ， 该 酶 可 被 分 割 成 2 个 肽 段 ， 较 大 片 
段 称 为 Klenow 片段 (Klenow fragment)， 具 有 
DNA 聚合 酶 活性 和 3' 一 5' 外 切 核酸 酶 校正 活性 ， 较 
小 片段 具有 5'~3' 外 切 核酸 酶 活性 。 在 分 子 生物 学 
研究 中 会 经 常用 到 Klenow 片段 ， 可 用 于 DNA 的 合 
成 、 亲 本 链 与 引物 的 去 除 。 例 如 ， 一 方面 ，Klenow 
片段 经 常用 于 DNA 末端 填充 (参见 第 5 章 ) 及 
DNA 测序 ; 另 一 方面 ， 在 体外 pol 1 全 酶 能 够 通过 
切口 平移 而 标记 探 针 ， 切 口 平 移 依赖 于 移动 复制 又 
前 方 DNA 的 降解 。 

1987 年 ，Thomas Steitz 及 同事 测定 了 Klenow 
片段 的 晶体 结构 ， 首 次 观察 到 DNA 合成 系统 的 精 
细 结 构 。 该 晶体 结构 的 最 显著 特征 是 在 2 个 "螺旋 
之 间 有 一 个 裂隙 ， 这 可 能 是 将 要 被 复制 的 DNA 结 
合 位 点 。 事实 上 ,包括 T7 RNA 聚合 酶 在 内 的 已 知 
的 所 有 聚合 酶 都 具有 相似 的 结构 ， 并 被 形象 地 比 作 
手 形 结构 。 在 Klenow 片段 内 ， 一 个 a 螺旋 是 “ 手 
指 ” 功 能 域 的 一 部 分 ， 而 另 一 个 “螺旋 则 是 “拇指 ” 
功能 域 的 一 部 分 ，2 个 “螺旋 之 间 的 B 折 和 至 是 “ 手 
掌 ”功能 域 的 一 部 分 “手掌 ”功能 域 包含 有 3 个 天 
冬 氨 酸 残 基 ， 是 酶 发 挥 催化 功能 所 必需 的 ， 与 镁 离 
子 协同 催化 聚合 反应 。 
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图 20.16 引物 切除 与 新 生 DNA 片段 的 连接 。 
(a) 存在 2 个 相 邻 的 子 代 DNA 片段 ， 其 中 右 侧 片段 
的 5 ' 喘 携带 有 RNA 引物 红色 )， 两 片段 被 单 链 上 
的 缺口 分 开 ; (b) DNA 聚合 酶 1 在 缺口 处 与 双 链 
DNA 结合 ;(c) DNA 聚合 酶 【在 去 除 引物 的 同时 ， 
通过 向 右 延 伸 左 侧 片 段 而 填补 产生 的 空 瞪 ,引物 也 
随 之 降解 ，(d) DNA 连接 酶 通过 在 左右 子 代 DNA 
片段 间 形 成 磷酸 二 栈 键 ， 而 将 缺口 缝合 。 


聚合 酶 结构 中 的 裂隙 是 否 是 真正 的 DNA 结合 
位 点 ? 为 查 明 事 实 ，Steitz 及 同事 获得 了 Tag RA 


酶 的 晶体 以 及 长 为 8bp 的 双 链 DNA 模板 模型 ， 其 
非 模板 〈 引 物 ) 链 的 3' 端 为 平 末端 。Tag RABE 
Wit PAH BRK AE ARIA (Thermus aquaticus) 的 DNA 
聚合 酶 ， 已 被 广泛 应 用 于 PCR 反应 (参见 第 4 章 )。 
它 的 聚合 酶 功能 域 因 与 Klenow 片段 的 聚合 功能 域 
十 分 相似 而 被 称 为 “KF” 部 分 ， 即 酶 的 Klenow 片 
段 部 分 。 图 20. 17 显示 了 Tag 聚合 酶 -DNA 复合 体 
的 X 射线 晶体 学 研究 结果 ， 引 物 链 红色) 的 3' 端 
靠近 手掌 结构 中 3 个 重要 的 天 冬 氨 酸 残 基 ， 但 并 不 
十 分 靠拢 ， 而 是 通过 镁 离子 的 桥接 将 天 冬 氨 酸 的 羧 
基 基 团 与 引物 链 的 3' 羟 基 基 团 联系 起 来 ， 所 以 ， 该 
结构 并 不 是 一 个 精确 的 催化 聚合 反应 的 结构 ， 部 分 
原因 可 能 是 由 于 镁 离子 的 缺失 。 


图 20.17 结合 双 链 DNA 模板 的 Tag 聚合 酶 晶体 
Sh. FERAM “FI” M “HE” OO 螺旋 
和 1 螺旋 分 别 用 绿色 和 黄色 标注 ， 模 式 DNA 的 模 
板 链 和 引物 链 分 别 用 橙色 和 红色 标注 ， 手 掌 内 3 
个 必需 天 冬 氨 酸 残 基 的 侧 链 用 红色 小 球体 表示 ， 
靠近 引物 链 的 3' 端 。( Source: Eom, S.H., 
J. Wang and T. A. Steitz，Structure of Tag poly- 
merase with DNA at the polymerase active site. 
Nature 382 (18 July 1996) f.2a, p.280. Copy- 
right © Macmillan Magazines, Ltd. ) 


1969 42, Paula DeLucia 和 John Cairns 分 离 获 
得 了 polA 基因 缺陷 突变 体 ， 该 基因 编码 pol 1 蛋白。 
该 突变 体 (polA1) 无 pol 1 活性 ， 但 仍然 能 够 存活 ， 
表明 pol 1 并 不 是 真正 的 DNA 复制 酶 ， 其 功能 主要 
是 进行 DNA 的 损伤 修复 ， 当 损伤 的 DNA 被 去 除 
后 ， 由 pol 1 填补 形成 的 空隙 。pol 1 不 是 主要 DNA 


复制 酶 的 发 现 驱使 研究 者 重新 寻找 真正 的 DNA 复 
制 酶 。1971 年 ，Thomas Kornberg 和 Malcolm 
Gefter RIT RAN I ARAN HI (pol II 和 pol 
JID， 在 后 面 的 内 容 中 ,我 们 将 会 了 解 到 pol II 是 真 
正 的 DNA 复制 酶 。 


小 结 ” 作 为 一 种 多 功能 酶 ，pol 1 具有 3 种 不 
同 的 功能 : DNA 聚合 酶 活性 、3'-~ 5' 外 切 核酸 酶 
活性 及 5 ~3' 外 切 核酸 酶 活性 ， 酶 的 大 功能 域 具 
有 前 两 种 活性 ， 而 5 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 则 存在 
于 一 独立 的 小 功能 域 中 。 在 温和 蛋白酶 水 解 作用 
下 ， 大 功能 域 (Klenow 片段 ) 与 小 功能 域 分 离 ， 
形成 2 个 蛋白 质 片 段 ， 且 仍然 具有 完整 聚合 酶 所 
拥有 的 3 种 活性 。 Klenow 片段 (包括 所 有 已 知 
的 DNA 聚 合 酶 ) 的 结构 显示 ， 该 酶 具有 一 个 能 
够 与 DNA 结合 的 裂 阶 ，Klenow H BRANA 
性 位 点 与 35' 外 切 核酸 酶 活性 位 点 相距 较 远 。 


pol 11 #9 pol UL 通过 磷酸 纤维 素 层 析 法 很 容易 
将 pol IL 45 pol 1 区 分 开 ， 但 在 野生 型 细胞 内 ， 因 pol I 
量 多 而 不 易 检测 到 pol I 的 存在 ， 如 图 20. 18 所 示 。 
Malcom Gefter, Thomas Kornberg 及 同事 用 遗传 学 方 
法 研究 分 析 参 与 DNA 复制 的 聚合 降 ， 研 究 者 在 15 个 
不 同 的 温度 敏感 性 E.coli 株 系 中 测试 了 pol Il 和 pol 
II 65 DNA 复制 活性 ， 大 部 分 株 系 为 zol41- 突变 体 ， 
因 无 pol 1 活性 的 竞争 ， 经 磷酸 纤维 素 层 析 处 理 后 容 
易 测定 pol 11 的 活性 。 对 于 少数 仍然 具有 pol [活性 
的 菌株 ，Gefter 及 同事 用 N- 乙 烷 基 马 来 酰 亚 胺 阻 断 
pol TIT 的 活性 ， 通 过 对 比 抑制 剂 存在 与 不 存在 两 种 情 
况 下 的 活性 差异 ， 即 可 测定 出 pol M 的 活性 。 

表 20. 1 显示 了 实验 结果 。 最 重要 的 发 现 是 有 5 
个 株 系 的 变异 是 dnaE 基因 突变 的 结果 ， 其 中 4 个 
株 系 的 pol II 活性 对 温度 十 分 敏感 ， 而 第 5 个 株 系 
的 pol IN 活性 对 温度 的 敏感 性 不 强 。 另 外 ， 所 有 突 
变 株 系 中 的 pol I 活性 没有 受到 任何 影响 。 根 据 这 
些 实验 结果 可 以 推导 出 3 个 结论 ， 第 一 ，dnaE 基因 
编码 pol lll 蛋白 ; 第 二 ，dnaE 基因 不 编码 pol T BE 
白 ， 而 且 pol 11 和 pol I 具有 独立 的 活性 ; 第 三 ， 
由 于 编码 pol II 蛋白 的 基因 发 生 缺 陷 会 妨碍 DNA 
的 复制 ， 说 明 pol II DNA 复制 所 必需 的 。 能 够 
归结 出 pol 不 是 DNA 复制 所 必需 的 结论 ， 但 根据 
本 实验 结果 不 可 能 获得 这 一 结论 ， 因 为 并 没有 测试 
编码 pol 11 蛋白 的 基因 发 生 缺 陷 的 突变 体 。 然 而 ， 
在 另 一 独立 的 实验 中 ,研究 者 分 离 出 了 无 pol I 
性 的 突变 体 ， 这 些 突变 体 可 以 正常 存活 ， 表 明 pol I 
并 不 是 DNA 复制 所 必需 的 ， 所 以 ，pol II 是 E. coli 
DNA 的 复制 酶 。 
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@) 
al: 图 20.18 来 自 polAl 和 野生 型 细胞 中 的 DNA 
聚合 酶 的 磷酸 纤维 素 色谱 分 析 。Gefter 及 同事 
用 磷酸 纤维 素 膜 色谱 法 分 别 从 a) polAl 突变 
i 型 (缺失 pol D 和 (b) 野生 型 E.coli 细胞 中 进 
8 行 DNA RATERS. pol I 545 pol MI Ca) 
X 及 pol I (b) 分 开 ， 但 在 野生 型 细胞 中 pol M 被 
SE ” pol Tem (b). ZE N- 乙 烷 基 马 来 酰 亚 胺 存在 的 
#5 情况 下 ， 通 过 对 图 (b) 中 组 分 的 分 析 ， 即 使 在 
< pol 1 存在 的 条 件 下 也 能 检测 到 pol NI 的 存在 。 
38 N- 乙 烷 基 马 来 酰 亚 胺 只 抑制 pol I 而 不 抑制 pol 
È 1 的 活性 。 因此， 图 (b) 中 红线 与 蓝 线 的 差 值 
呈 ot 即 为 pol HI 的 活性 。(Source: Adapted from 
_ Gefter, M.L., Y.Hirota, T. Kornberg, 
pol! | J. A. Wechster and C.Barnoux, Analysis of 
pi | DNA polymerases II and II in mutants of Esche- 
te | richia coli thermosensitive for DNA Synthesis, 
| Proceedings of the National Academy of Sci- 
| ences USA 68 (12); 3150-53, December 1971, ) 
pol I 
0 Las a 1 
20 30 40 
组 分 数 
表 20.1 在 45C 与 30 人 两 种 温度 条 件 下 ， 
DNA 聚合 反应 速度 的 比值 小 结 EE. 5 网 胸 的 pol 1, pol 11 和 pol II 
株 系 DNA RAM IL DNA RAM II 这 3 种 DNA RAME, HA pol I 是 DNA 复制 
1(dnaA) 1.85 1.45 所 必需 的 ， 是 细菌 DNA 的 复制 酶 。 
Se ie we pol 111 全 酶 “DNA RAN IIAN (DNA poly- 
Chae PR Re merase III holoenzyme, pol III holoenzyme) 通过 延 
5(dnaD) 1.99 1.47 伸 引 物 合成 DNA 的 前 导 链 和 后 随 链 ， 之 所 以 称 之 
GdnaE) aad Le 为 “全 酶 ”是 因为 DNA RAN I 由 多 亚 基 组 成 ， 
aes ee = 如 表 20.2 所 示 ，DNA RAN IM 全 酶 包含 有 10 个 
9¢dnaE) 1.95 <0.1 不 同 的 多 肽 ， 稀 释 后 ， 全 酶 解 离 成 几 个 不 同 的 亚 聚 
l0(dnaE) 1.70 <0.1 体 〈 见 表 20.2)。 每 一 个 pol M 亚 聚 体 均 具有 DNA 
renee ne ie 聚合 能 力 ， 但 聚合 速度 很 慢 ， 而 在 体内 DNA 复制 
aes tk ee 的 速度 很 快 ， 这 表明 亚 聚 体 缺失 了 某 些 重要 组 分 。 
14(dnaA+ ) 1.92 1.70 E. coli 的 DNA 复制 丸 能 够 以 1000nt/s 的 惊人 速度 
15(dnaA* ) 1.90 1.55 


* 破 折 号 表示 在 30C 温度 条 件 下 没有 检测 到 酶 的 
活性 。 

Source; From “Analysis of DNA Polymerases II and III 
in Mutants of Escherichla coli, Thermosensitive for DNA 
Synthesis,” by M.L.Gefter, Y. Hirota, T. Kornberg, 
S. A. Wechster and C. Barnoux, Proceedings of the National 
Academy of Sciences, December 1971. Reprinted with per- 
mission of the author. 
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移动 〈 设 想 一 下 ， 该 系统 能 够 在 1s 时 间 内 使 1000 
个 核 苷 酸 与 亲本 链 上 的 碱 基 进行 准确 配对 ， 形 成 
1000 个 磷酸 二 酯 键 )。 在 体外 ，DNA 聚合 酶 I 全 
酶 能 够 以 700nt/s 的 速度 合成 DNA， 接 近 于 体内 复 
制 的 速度 ， 表 明 DNA RAM II 全 酶 就 是 体内 的 
DNA 复制 系统 。 细 胞 内 的 另 两 类 DNA 聚合 酶 pol 1 
和 pol 下 一 般 不 以 全 酶 的 形式 存在 ， 且 DNA 复制 速 
度 要 远 小 于 pol II 全 酶 的 复制 速度 。 


表 20.2 E.coli DNA RAM Il 全 酶 的 亚 基 组 成 


亚 基 分 子 质量 /kDa 功能 


TER 


a 129.9 
e 27.5 


DNA RAB 
3' 一 5 外 切 核酸 本 
促进 = 的 外 切 酶 活性 
结合 二 聚 体 核心 与 y 复合 体 
结合 ATP 
结合 


结合 Y 和 8 


核心 
9 8.6 
这 71.1 
x 47.5 
3 38.7 
a 36.9 


pol III’ 


pol II | pol m1 424 


7 复合 体 (DNA 


依赖 的 ATP RD 


x 16.6 
Y 15.2 


结合 SSB 
结合 x 和 


B 40.6 滑动 钳 


Source:Reprinted from Herendee,D. R. and T. T. Kelly, DNA Polymerase III; Running rings around the fork Cell 84,6, 


1996, Copyright © 1996, with permission from Elsevier. 


Charles McHenry 和 Weldon Crow 纯化 获得 了 
近乎 同 质 的 pol II， 其 中 pol M 核心 由 3 RA RA 
成 , Bla, © 和 9 亚 基 ， 分 子 质量 分 别 为 130kDa、 
27. 5kDa 和 10kDa。 在 纯化 过 程 中 其 余 的 亚 基 已 发 
生 了 解 离 ， 但 这 3 个 亚 基 却 紧密 地 结合 在 一 起 。 本 
节 将 详尽 分 析 pol II 核心 的 功能 特征 ， 将 在 第 21 章 
中 对 pol II 全 酶 的 其 他 亚 基 进 行 探讨 ， 这 些 亚 基 在 
DNA 合成 的 起 始 与 延伸 过 程 中 发 挥 着 重要 功能 . 

pol II 核心 酶 中 的 a 亚 基 具有 DNA 聚合 酶 活 
性 ， 因 不 易 与 其 他 核心 亚 基 分 离 ， 所 以 很 难 测定 a 
亚 基 的 DNA 聚合 酶 活性 。 当 Hisaji Maki 和 Arthur 
Kornberg 克隆 了 a 亚 基 的 基因 并 使 之 超 表达 后 ， 研 
究 者 最 终 提纯 了 具有 DNA 聚合 酶 活性 的 n 亚 基 ， 通 
过 基因 的 超 表达 而 使 a 亚 基 的 数量 远 远 多 于 其 他 2 
个 亚 基 的 数量 。 在 测试 纯化 a 亚 基 的 DNA RAN 
活性 时 ， 研 究 者 发 现 a 亚 基 所 具有 的 活性 相当 于 等 
量 核心 酶 所 具有 的 活性 ， 因 此 可 以 断定 是 a WER 
予 了 核心 酶 的 DNA 聚合 酶 活性 。 

pol III 核心 酶 具有 3'->5' 外 切 核酸 酶 活性 ， 能 
够 将 切除 挫 人 的 错 配 碱 基 ， 从 而 使 聚合 酶 在 DNA 
合成 过 程 中 具有 校正 功能 ， 类 似 于 pol I Klenow 片 
段 的 3' 一 5' 外 切 核酸 酶 活性 。Scheuermam 和 
Echols 运用 超 表达 策略 论证 了 核心 亚 基 e 具有 3' 一 
5 外 切 核酸 酶 活性 。 研 究 者 过 量 表达 亚 基 (dnaQ 
基因 的 编码 产物 ) 后 ， 并 通过 不 同步 又 将 其 纯化 ， 
最 后 经 DEAE-Sephacel 离子 交换 层 析 而 获得 了 较为 
纯净 的 上 亚 基 (Kil D)。 随 后 ，Richard Scheuer- 
mann 和 Harrison Echols 测试 了 纯化 的 亚 基 以 及 
pol II 核心 的 外 切 酶 活性 。 图 20. 19 表明 pol II 核 
心 与 s 亚 基 均 具 有 外 切 核酸 酶 活性 ， 对 错 配 的 DNA 
底 物 具 有 专 一 性 ， 但 对 准确 配对 的 DNA 则 无 作用 ， 


这 正 是 所 预期 的 校正 活性 。 这 种 活性 也 能 够 解释 
dnaQ 基因 突变 会 引起 DNA 的 大 量变 异 (超过 野生 
型 细胞 的 10'~10; 倍 )， 若 没有 经 过 充分 的 校正 ,， 许 
多 错 配 的 碱 基 就 不 能 被 切除 ， 从 而 导致 突变 。 将 
dnaQ 突变 体 称 为 增 变 突变 体 (mutator mutant), 
因 增 变 表 型 的 存在 而 将 该 基因 称 为 mutD 基因 。 

对 核心 酶 中 的 9 亚 基 的 研究 工作 相对 较 少 ， 除 
了 能 够 促进 亚 基 的 外 切 核酸 酶 活性 外 ， 其 他 的 功 
能 还 是 未 知 的 。 但 有 一 点 是 清楚 ， 在 核心 酶 中 a 亚 
EH e 亚 基 能 够 彼此 增强 活性 。 与 游离 状态 相 比 ，a 
亚 基 的 DNA RARAHI T 2 倍 ,。 亚 基 的 外 切 
核酸 酶 活性 升 高 了 10 一 80 倍 。 

ANG pol MRON a, © 和 4 3 个 亚 基 组 
成 。a 亚 基 具 有 DNA RARE. e 亚 基 具有 
3~~5 外 切 核酸 本 活性， 能够 执行 校正 功能 ，0 
亚 基 的 作用 目前 还 不 清楚 。 


复制 保 真性 


pol TIT (和 pol D) 的 校正 机 制 极 大 地 提高 了 
DNA 复制 保 真性 。 在 体外 ，pol III 核心 酶 大 约 每 合 
成 10 万 个 碱 基 对 会 出 现 一 个 错误 ， 复 制 的 准确 率 并 
不 理想 ， 因 为 E. coli 的 基因 组 包含 400 万 个 碱 基 对 ， 
按 这 样 的 错误 概率 计算 ， 每 繁殖 一 代 ， 通 过 DNA 
复制 就 会 导致 基因 产生 较 大 比例 的 错误 。 幸 运 的 是 ， 
聚合 酶 的 校正 机 制 能 够 确保 碱 基准 确 配对 ， 校 正 机 
制 的 出 错 率 可 能 与 复制 的 错误 率 相同 ， 大 约 均 为 
10“， 由 此 可 以 推测 ， 经 过 校正 后 ，DNA 复制 的 出 
错 率 仅 为 10 X10 二 10-*， 接 近 于 pol II 全 酶 在 
体内 进行 DNA 复制 时 107 ~ 107 的 出 错 率 ( 复 
制 保 真 性 至 少 部 分 得 益 于 错 配 修复 ， 相 关内 容 将 在 本 
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| 图 20.19 e EEH pol M 核心 酶 对 准确 配 

对 或 错 配 DNA 底 物 的 外 切 核酸 酶 活性 。 
| Scheuermann 和 Echols 将 纯化 的 亚 基 与 :H 

标记 的 人 工 合成 DNA 产物 共同 温 育 。 在 逐 
渐 延 长 温 育 时 间 的 情况 下 ,测定 温 育 后 
DNA 底 物 中 留存 的 放射 性 。 蓝 色 与 绿色 为 
pol M 核心 酶 作用 的 结果 ， 橙 黄色 与 红色 为 
亚 基 作用 的 结果 。(Source: Adapted from 
Scheuermann, R. H. and H. Echols, A sepa- 
rate editing exonuclease for DNA replication: 
The e subunit of Escherichia coli DNA poly- 
merase Il holoenzyme, Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 81; 
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章 后 面 讨论 )。 事 实 上 ， 生 物体 可 以 忍受 这 种 程度 的 
保 真性 ， 这 比 复制 的 绝对 保 真 要 好 ， 通 过 复制 产生 
适度 变异 ， 其 中 某 些 变异 可 以 使 生物 体 更 好 地 适应 
变化 了 的 环境 。 

校正 机 制 的 功能 是 从 DNA 子 链 的 3 端 将 错 配 
的 核 背 酸 切 除 〈 图 20. 15)。 如 果 没 有 已 配对 的 核 苷 
酸 提供 3 端 ， 使 DNA REE WERE A DRAE ANC XH 
则 将 游离 的 核 音 酸 添加 到 3' 端 ， 那么 DNA BR 
就 无 法 起 始 新 DNA 链 的 合成 ， 除 非 在 引物 存在 的 
情况 下 ，DNA 聚合 酶 才能 起 始 新 DNA 链 的 合成 . 
这 就 解释 DNA 复制 需要 引物 的 原因 ， 但 为 什么 一 
定 是 RNA 引物 ? 其 可 能 的 原因 是 : 合成 引物 时 ， 
因 未 经 过 校正 而 具有 较 高 的 出 错 率 ，RNA 引物 易 被 
识别 而 切除 ， 并 通过 冈 崎 片段 的 延伸 而 被 DNA 所 
取代 ， 当 然 ， 相 对 而 言 ， 后 一 个 过 程 一 般 是 无 差错 
的 ， 因 为 该 过 程 由 具有 校正 功能 的 pol I 催 化 完成 。 

小 结 DNA 复制 的 保 真性 对 生命 而 言 是 至 
关 重 要 的 ， 为 确保 DNA 复制 的 保 真性 ，E. coli 
的 DNA 复制 机 构 具 有 一 个 内 在 的 需要 引发 的 校 
正 系统 。 只 有 配对 的 核 芽 酸 才能 作为 pol II 全 酶 
起 始 DNA 复制 的 引物 。 因 此 ， 如 果 偶 尔 挫 人 了 
错误 的 核 兰 酸 ， 复 制 将 会 出 现 暂停 ， 直 至 pol HH 
的 3 一 5 外 切 核酸 酶 活性 将 其 切除 。 而 RNA 引 
物 可 成 为 其 降解 的 标签 


真 核 生物 的 多 种 DNA 聚合 酶 


对 参与 真 核 生 物 DNA 复制 的 蛋白 质 我 们 还 知 
ZED, 但 已 经 知道 有 多 种 DNA 聚合 酶 参与 了 
DNA 复制 过 程 ， 并 对 这 些 酶 的 作用 有 了 很 好 的 了 
解 。 表 20. 3 列举 了 哺乳 动物 主要 的 DNA 聚合 酶 及 
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其 可 能 的 作用 。 

表 20.3 MER DNA 聚合 酶 可 能 的 功能 
bid 可 能 具有 的 功能 

DNA RAM a 引发 两 条 链 的 复制 

DNA RAM ò 延伸 两 条 DNA $E 

DNA KAN e DNA 修复 

DNA REM DNA 修复 

DNA RAM y 线粒体 DNA 的 复制 


由 于 DNA RAMMER, ERNA 
DNA 聚合 酶 "负责 后 随 链 的 合成 。 进 行 性 (proces- 
sivity) 是 指 聚 合 酶 一 旦 起 始 DNA 复制 后 所 能 持续 
进行 的 时 间或 聚合 DNA 链 的 长 度 ，E. coli pol M 全 
酶 具有 很 高 的 进行 性 ， 一 旦 起 始 DNA 链 的 合成 ， 
pol M 全 酶 就 能 够 长 久 地 与 DNA 模板 保持 结合 状态 
并 持续 进行 DNA 的 合成 。E. coli DNA 复制 的 整体 
速度 非常 快 ， 因 为 聚合 酶 不 会 频繁 地 与 模板 解 离 ， 
如 果 发 生 解 离 ， 复 制 就 会 出 现 暂停 ， 需 要 新 的 聚合 
酶 结合 上 去 并 重新 开始 复制 。 与 聚合 酶 Hit, W 
AM 5 拥有 更 高 的 进行 性 ， 于 是 有 研究 者 认为 进行 性 
较 低 的 聚合 酶 负责 由 短片 段 构成 的 后 随 链 的 合成 ， 
然而 ， 作 为 真 核 生物 唯一 具有 引发 酶 活性 的 DNA R 
ANa RAM a 能够 为 两 条 链 合成 引物 ， 然 后 由 高 
进行 性 的 DNA RAME ;完成 两 条 链 的 延伸 。 

HEL, RASS 的 高 进行 性 不 是 源 于 酶 自身 ， 
而 是 由 于 辅助 蛋白 增殖 细胞 核 抗 原 (proliferating 
cell nuclear antigen, PCNA) 的 作用 。 该 蛋白 质 在 
DNA 复制 活跃 的 增殖 细胞 中 富 集 ， 能 够 使 聚合 酶 3 
的 进行 性 提高 40 倍 ， 即 与 单独 延伸 DNA 的 长 度 相 
比 ，PCNA 能 够 使 聚合 酶 ò 在 脱离 模板 前 将 DNA 链 


延长 了 40 ff. PCNA 的 作用 机 制 是 将 聚合 酶 8 钳 在 
DNA 模板 上 ， 在 第 21 BEDE. coli DNA 复制 的 详 
细 机 制 时 ， 我 们 再 更 加 全 面 地 研究 这 种 钳 夹 现象 。 

与 高 进行 性 的 聚合 酶 3 形成 鲜明 对 比 的 是 聚合 
酶 B 根 本 就 不 具有 进行 性 ,通常 在 生长 的 DNA 链 上 
添加 一 个 核 背 酸 后 就 与 模板 解 离 ， 因 此 需要 一 个 新 
HRAM p 结合 上 来 并 完成 下 一 个 核 背 酸 的 添加 。 
这 与 此 酶 可 能 具有 的 修复 功能 相 吻合 ， 当 引物 或 错 
配 的 碱 基 被 切除 后 ， 需 要 聚合 酶 B 合 成 短 的 DNA 片 
段 以 填补 形成 的 空 除 。 此 外 ， 聚 合 酶 B 在 细胞 内 的 
水 平 并 不 受 细胞 分 裂 速率 的 影响 ， 表 明 它 不 参与 
DNA 的 复制 。 如 果 聚 合 酶 BAG DNA 复制 ， 则 会 
RRAN 8 和 a 一样 ， 在 快速 分 裂 的 细胞 内 其 含量 
应 该 会 显著 增多 。 

RAM y 存在 于 线粒体 而 不 是 细胞 核 内 ， 负 责 
线粒体 DNA 的 复制 。 

小 结 ， 哺 乳 动 物 细胞 内 存在 5 种 不 同 的 DNA 
RAM. 聚合 酶 Al a 参与 DNA 两 条 链 的 复制 ， 
聚合 酶 “引发 DNA 的 复制 ， 而 聚合 酶 3 负责 两 条 
链 的 延伸 。 聚 合 酶 B 和 似乎 是 在 DNA 修复 中 起 
(EFA, FEAT y 可 能 负责 线粒体 DNA 的 复制 。 


链 的 分 离 


在 讨论 DNA 复制 的 一 般 特 征 时 ， 我们 假定 
DNA 的 两 条 链 在 复制 又 处 以 某 种 方式 发 生 了 分 离 。 
当 DNA 聚合 酶 在 进行 DNA 复制 时 ， 两 条 彼此 紧 


结合 的 亲本 链 不 会 自动 发 生 解 离 ， 需 要 能 量 及 酶 的 
作用 才能 使 两 条 亲本 链 发 生 解 离 。 

RR FH ATP 化 学 能 在 复制 又 处 将 两 条 
DNA 亲本 链 发 生 解 离 的 酶 称 为 解 旋 酶 〈helicase) 。 
在 第 17 章 我 们 讨论 真 核 生物 翻译 起 始 过 程 时， 已 经 ， 
学 习 了 有 关 解 旋 酶 的 一 个 事例 ， 但 那 是 RNA 解 旋 
酶 ， 能 够 使 mRNA 前 导 区 的 发 夹 结构 发 生 解 旋 ， 而 
DNA 解 旋 酶 则 是 将 复制 又 前 方 的 DNA 链 解 离 。 

已 从 E.coli 细胞 中 鉴定 出 了 多 种 DNA 解 旋 酶 ， 
但 关键 的 问题 是 要 确定 哪 一 个 解 旋 酶 参与 了 DNA 
的 复制 。 在 所 研究 的 解 旋 酶 中 ， 前 3 个 酶 ， 即 rep 
解 旋 酶 、DNA AKERS I 和 DNA 解 旋 酶 II 发 生 突 
变 后 均 不 会 影响 细胞 的 增殖 ， 说 明 这 3 种 酶 不 可 能 
参与 像 DNA 复制 这 样 涉及 细胞 生死 存亡 的 重要 生 
命 过 程 。 可 以 预料 ， 如 果 参 与 DNA 复制 过 程 的 解 
旋 酶 出 现 缺陷 ， 则 会 产生 致死 突变 效应 。 

获得 关键 基因 缺陷 突变 的 途径 之 一 是 进行 条 件 
突变 ， 通 常 是 温度 敏感 型 突变 。 温 度 敏感 型 突变 体 
的 特点 是 : 在 低温 条 件 下 培养 的 突变 细胞 不 会 表现 
出 突变 表 型 ， 若 升 高 温度 ， 突 变 细胞 即 可 表现 出 突 
变 表 型 。 早 在 1968 年 ，Francois Jacob 及 同事 就 发 
现 了 两 类 与 E.coli DNA 复制 有 关 的 温度 敏感 型 突变 
体 (图 20. 20)， 当 温度 从 30C 升 高 到 40C 时 ，1 型 
温度 敏感 型 突变 体会 立即 关闭 DNA 的 合成 ， 而 2 型 
温度 敏感 型 突变 体 在 提升 温度 的 条 件 下 ， 会 逐渐 降 
低 DNA 合成 的 速率 。 
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图 20. 20 两 类 E. coliDNA 复制 突变 体 。Jacob 及 同事 对 DNA 复制 的 温度 敏感 型 突变 体 进行 测试 。 他 们 将 一 
半 培养 物 转移 到 非 允许 温度 (40°C) 条 件 下 培养 ， 另 一 半 在 允许 温度 (30°C) 条 件 下 培养 ， 然后 加 入 [*C] 
胸 苷 标记 新 合成 的 DNA。 鉴 别 出 两 类 突变 体 ，(a) 1 型 突变 体 ， 当 温度 从 30C 升 高 到 40C 时 ，1 型 温度 敏 
感 型 突变 体会 立即 关闭 DNA 的 合成 ，(b) 2 型 突变 体 ， 在 非 允许 温度 条 件 下 ，DNA 合成 速率 逐步 下 降 。 
(Source: Adapted from Hirota, Y., A. Ryter and F. Jacob, Thermosensitive mutants of E. coli affected in 
the processes of DNA synthesis and cellular division, Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology 
33: 678, 1968. ) 
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其 中 有 一 种 1 型 突变 体 为 dnaB 突变 体 ，E. coli 
DNA 合成 温度 敏感 型 dnaB 突变 体 细胞 在 温度 升 高 
到 非 允许 水 平时 ，DNA 的 合成 即 可 发 生 停止 ， 与 顶 
期 结果 相 一 致 ， 即 如 果 dnaB 基因 编码 的 DNA 解 旋 
酶 确实 是 DNA 复制 过 程 所 必需 的 ， 那么 当 该 功能 
性 解 旋 酶 缺失 时 ， 复 制 丸 将 停止 移动 ，DNA 的 合成 
也 会 立即 停止 。 此 外 ，dnaB 的 编码 产物 (DnaB) 
是 一 种 ATP 酶 ， 这 也 是 预期 的 DNA 解 旋 酶 应 具有 
的 活性 ，dnaB 蛋白 与 合成 DNA 复制 引物 的 引发 酶 
相关 。 

所 有 的 这 些 研究 结果 表明 ，DnaB 作为 解 旋 酶 ， 
能 够 在 E. coli DNA 复制 过 程 中 使 DNA 双 螺 旋 解 链 。 
为 证 实 DnaB 确实 具有 DNA 解 旋 酶 活性 ，Jonathan 
LeBowitz 和 Roger McMacken 于 1986 年 开展 了 这 项 
研究 工作 ， 实 验 所 用 的 解 旋 酶 底 物 如 图 20. 21a 所 


一 短 的 线性 DNA 片段 ,该 片段 的 5' 端 被 标记 。 图 
20. 21a 同时 也 显示 了 解 旋 酶 分 析 实验 的 操作 过 程 。 
LeBowitz 和 McMacken 将 标记 底 物 与 DnaB 或 其 他 
蛋白 质 共同 温 育 ， 然 后 对 反应 产物 进行 电泳 分 析 ， 
如 果 反 应 体系 中 的 蛋白 质 具有 解 旋 酶 活性 ， 那 么 该 
蛋白 质 就 能 使 双 螺 旋 DNA 解 旋 而 形成 两 条 单 链 ， 
进行 电泳 时 ， 短 的 标记 线性 DNA 具有 较 高 的 电泳 
迁移 率 ， 在 凝 胶 中 将 与 未 标记 的 大 分 子 DNA 进行 
独立 迁移 。 

图 20.21b 显示 分 析 实验 的 结果 。DnaB 自身 具 
有 解 旋 酶 活性 ， 并 受 DnaG (我 们 将 在 第 21 章 介绍 
的 引物 酶 》 和 单 链 DNA 结合 蛋白 SSB 的 促进 ， 有 
关 SSB 的 内 容 将 在 下 节 讲述 。 单 独 的 或 结合 在 一 起 
的 DnaG 和 SSB 不 具有 DNA 解 旋 酶 活性 ， 所 以 
DnaB 是 在 复制 叉 处 实现 DNA 解 链 的 解 旋 酶 。 


示 ， 该 底 物 为 环形 M13 噬菌体 DNA， 退 火 结合 有 
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图 20.21 DNA 解 旋 酶 分 析 。(a) 分 析 的 原理 。LeBowitz 和 Roger McMacken 合成 了 解 旋 酶 的 底 物 〈 图 上 
方 )， 用 #P 标 记 长 度 为 1. 06kb 的 单 链 线性 DNA GIE) 的 5 端 ， 使 之 与 含有 1. 06kb 线性 DNA 互补 区 
域 、 未 被 标记 的 重组 单 链 M13 mB Hag DNA 退火 ，DnaB 蛋白 或 任何 其 他 的 DNA 解 旋 酶 能 够 将 底 物 的 双 
链 区 解 旋 ， 从 而 使 短 的 线性 标记 DNA 片段 (红色 ) 释放 出 来 。 图 板 底 部 ， 底 物 凝 胶 电泳 后 产生 2 条 带 
( 泳 道 ) ， 可 能 分 别 对 应 于 与 短 的 线性 标记 DNA 退火 的 线性 及 环形 较 长 的 DNA 链 。 将 短 的 DNA 片段 单 
独 电泳 〈 泳 道 2) 显示 ， 与 底 物 相 比较 ， 具 有 较 高 的 迁移 率 〈 标 有 “产物 ”的 条 带 )。 Cb) 解 旋 酶 分 析 结 
果 。LeBowitz 和 Roger McMacken 在 反应 体系 中 加 入 DnaB、DnaG 和 SSB (图 上 方 标注 ) 后 ， 按 图 (a) 
实验 方案 进行 实验 分 析 ， 图 的 底部 为 凝 胶 电 泳 结果 。 泳 道 1 为 未 经 退火 的 短 标记 DNA 片段 的 电泳 结果 
(箭头 )， 泳 道 3 的 结果 表明 DnaB 自身 具有 解 旋 酶 活性 ， 泳 道 4 和 5 表明 其 他 蛋白 质 能 够 促进 DnaB 的 解 
旋 酶 活性 。 另 一 方面 ， 泳 道 ?一 9 说 明 没有 DnaB 时 ，DnaG 和 SSB 这 两 种 蛋白 质 均 没有 DNA 解 旋 酶 活性 。 
(Source; LeBowitz, J. H. and R. McMacken, The Escherichia coli dnaB replication protein is a DNA heli- 
case. Journal of Biological Chemistry 261 (5 April 1986) figs. 2. 3, pp. 4740-41. American Society for 
Biochemistry and Molecular Biology. ) 
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小 结 在 复制 叉 处 将 双 链 DNA 解 链 的 解 旋 
酶 是 由 E. colitt} dnaB 基因 所 编码 . 


单 链 DNA 结合 蛋白 


正如 已 了 解 的 那样 ， 在 复制 过 程 中 ， 单 链 DNA 
结合 蛋白 (single strand DNA-binding proteins, 
SSB) 也 参与 了 DNA 双 链 的 解 离 。 这 类 蛋白 质 并 
不 像 解 旋 酶 那样 能 够 催化 DNA 链 的 解 离 ， 但 是 一 
且 有 单 链 DNA 形成 ，SSB 便 会 选择 性 的 立即 与 单 
链 DNA 结合 ,覆盖 在 单 链 DNA 上 的 SSB fe se 
止 单 链 DNA 重新 缔 合 成 双 螺 旋 ， 单 链 DNA 的 形 
成 主要 是 正常 DNA 呼吸 作用 DNA 分 子 在 局 部 发 
生 链 的 瞬间 分 离 ， 特 别 在 富 含 A-T 碱 基 对 的 区 域 ) 
或 解 旋 酶 作用 的 结果 ，SSB 的 结合 有 助 于 维持 单 链 
状态 。 

对 原核 生物 SSB 的 研究 最 为 深入 。E. coli 的 
SSB 由 ssb 基因 所 编码 ，T4 噬菌体 的 单 链 DNA 结 
合 蛋 白 是 gp32， 意 为 “基因 产物 32” (gene Product 
32, BP T4 MIEI 32 编码 的 产物 )，M13 pe BR 
体 的 单 链 DNA 结合 蛋白 是 gp5 (M13 只 菌 体 基因 5 
的 编码 产物 )。 这 些 蛋 白质 都 有 协 间 效应 : 一 个 SSB 
的 结合 会 促进 下 一 个 SSB 与 单 链 DNA 的 结合 。 例 
如 ， 第 一 个 gp32 蛋白 分 子 与 单 链 DNA 的 结合 ， 则 
会 使 下 一 个 gp32 蛋白 分 子 与 单 链 DNA 的 亲和力 提 
升 上 1000 倍 ， 所 以 ， 一 旦 第 一 个 gp32 蛋白 分 子 完 
成 与 单 链 DNA 的 结合 ， 那 么 ， 第 二 个 gp32 蛋白 分 
子 与 单 链 DNA 的 结合 就 会 变 得 很 容易 ， 第 三 更 是 
如 此 ， 依 此 类 推 。 从 而 单 链 DNA 区 域 被 成 申 的 
gp32 分 子 所 覆盖 。gp32 分 子 链 甚至 可 以 伸展 到 双 
链 的 发 来 结构 内 ， 只 要 gp32 协同 结合 所 释放 的 自由 
能 多 于 发 夹 结构 形成 时 所 释放 的 自由 能 ，gp32 分 子 
链 就 可 使 发 夹 结构 发 生 解 链 。 实 际 上 ， 相 对 较 小 、 
碱 基 配 对 不 理想 的 发 夹 结构 易 被 解 链 ， 而 相对 较 长 、 
碱 基 配 对 完全 匹配 的 发 夹 结构 会 仍然 保持 完整 状态 。 
gP32 蛋白 以 单 体形 式 与 单 链 DNA 结合 ,而 gp5 是 
以 二 聚 体形 式 ， 巨 coli 的 SSB 以 三 依 体 形式 与 单 链 
DNA 结合 。 

目前 ， 我 们 已 认为 “ 单 链 DNA 结合 蛋白 ”的 
称谓 会 引起 一 定 程度 的 误解 ， 这 些 蛋 白质 确实 能 够 
与 单 链 DNA 结合 ， 但 在 前 面 的 章节 中 了 解 到 有 许 
多 蛋白 质 都 可 以 与 单 链 DNA 结合 ， 包括 RNA R 
合 酶 ， 只 不 过 是 SSB 与 单 链 DNA 结合 的 较为 频繁 
而 已 。SSB 不 仅 能 够 使 DNA 保持 单 链 状 态 ， 同 时 
也 能 特异 性 地 促进 其 同 源 蛋 白 DNA 聚合 酶 的 作用 。 
例如 ，gp32 蛋白 能 够 促进 T4 DNA RERNE, 
但 对 T7 聚合 酶 或 已 coli DNA 聚合 酶 1 则 无 促进 
作用 。 


SSB 的 活性 是 否 具有 重要 性 ? 事实 上 ， SSB 为 
必需 蛋白 质 ， 在 非 许可 温度 条 件 下 ，E. coli ssb 基因 
温度 敏感 性 突变 体 细胞 是 致死 的 ， 如 果 该 突变 体 细 
胞 被 T4 噬菌体 的 gp32 温度 敏感 型 突变 体 tsP7 侵 染 
后 ， 在 转移 到 非 许可 温度 条 件 下 ，2min 内 噬菌体 
DNA 的 复制 就 会 停止 (图 20. 22)。 而 且 ， 噬 菌 体 
DNA 开始 被 降解 。 该 特征 表明 gp32 蛋白 的 功能 之 
一 是 防止 在 噬菌体 复制 过 程 中 形成 的 单 链 DNA 被 
降解 。 


10.0 ~ 


. 


0.01 = 


[HJT 的 迭 入 量 (42C/25 亿 的 比率 ) 
ə 


oolL_ i | 1 ¢ | 
0 5 10 15 20 25 


时 间 /min 


图 20.22 SSB (gp32) 基因 温度 敏感 型 T4 突变 体 
PERS, AL DNA 合成 的 温度 敏感 性 。 在 被 T4 
哈 菌 体 突变 体 侵 染 后 ， 于 42C 和 25 尼 条 件 下 脉冲 
标记 Imin 后 ，Curtis 和 Alberts 测定 了 [H] 胸 
但 的 相对 挫 入 量 。T4 噬菌体 突变 体 分 别 为 ， 基 因 
23 ( 蓝 色 ); 基因 32 及 基因 23 (红色 )， 基因 32 
及 基因 49 (黄色 )。 基 因 23 和 49 的 政 珀 型 突变 并 
不 影响 DNA 的 合成 ， 因 此 ，DNA 合成 的 下 降 是 
基因 32 发 生 了 温度 敏感 型 突变 所 引起 的 。 
(Source; Adapted from Curtis, M. J. and B Alberts, 
Studies on the structure of intracellular bacterio- 
phage T4 DNA, Journal of Molecular Biology, 
102: 793-816, 1976, ) 


SSB 在 原核 生物 中 具有 如 此 重要 的 作用 ， 但 令 
人 奇怪 的 是 ， 在 真 核 生物 中 并 没有 发 现 具有 相似 重 
要 性 的 SSB。 然 而 在 人 类 细胞 中 发 现 ， 宿 主 的 SSB 
或 RF-A 蛋白 是 SV40 DNA 复制 所 必需 的 ， 该 蛋白 
质 能 选择 性 地 与 单 链 DNA 结合 ， 并 促进 病毒 大 T 
抗原 的 DNA 解 旋 酶 活性 。 由 于 RF-A 为 宿主 蛋白 ， 
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我 们 推测 该 蛋白 质 在 未 被 病毒 侵 染 的 人 类 细胞 内 发 
挥 一 定 的 作用 ， 只 是 我 们 还 不 知道 是 什么 作用 。 病 
毒 基 因 编 码 的 SSB 在 某 些 真 核 生物 病毒 DNA 复制 
过 程 中 发 挥 主要 作用 ,包括 腺 病毒 和 疱疹 病毒 的 
DNA 复制 。 

小 结 原核 生物 单 链 DNA 结合 蛋白 与 单 链 
DNA 的 结合 力 远 强 于 与 双 链 DNA 的 结合 力 . 单 
链 DNA 结合 蛋白 以 协同 方式 能 够 与 新 形成 的 单 
bE DNA 进行 紧密 结合 ， 从 而 协助 解 旋 酶 发 挥 作 
Jil. Jab at 4E 068 DNA 上 的 SSB 能 够 阻止 单 链 间 
的 退火 ， 而 且 能 够 起 保护 作用 ， 防 止 单 链 DNA 
被 降解 ， 此 外 ，SSB 对 同 源 的 DNA RANEH 
促进 作用 。SSB 的 这 些 活性 对 于 原核 生物 DNA 
复制 是 非常 重要 的 。 


拓扑 异 构 酶 


有 时 我 们 将 DNA 链 的 分 离 称 之 为 “ 解 拉链 ”， 
在 使 用 这 一 术语 时 不 应 忘记 ，DNA 分 子 并 不 像 拉链 
那样 两 侧 平行 且 平 直 ， 而 是 呈 螺 旋 结 构 。 因此， 
DNA 的 两 条 链 必 须 通过 彼此 间 相 互 旋转 才能 实现 分 
离 ， 如 果 DNA 分 子 是 线性 结构 且 很 短 ， 那 么 解 旋 栈 
自身 即 可 实现 DNA 的 解 链 ， 但 在 对 闭合 环形 DNA. 
分 子 如 E. coil 染色 体 解 旋 时 则 会 出 现 一 个 特殊 的 问 
题 ， 当 DNA 在 复制 叉 处 解 旋 时 ， 在 环形 DNA 分 子 
的 其 他 区 域 就 会 产生 补偿 性 缠绕 ， 这 种 因 螺 旋 紧 密 缠 
绕 而 产生 的 张力 必须 获得 释放 ， 否 则 DNA 双 螺 旋 分 
子 无 法 承受 这 种 张力 。1963 年 ，Caims 在 首次 观察 
E. cofi 环 形 DNA 分 子 时 认识 到 该 问题 的 存在 。 他 提 
h, Z DNA 双 螺 旋 分 子 上 存在 一 个 旋转 体 ， 能 够 使 
DNA 分 子 向 相反 的 方向 旋转 ， 从 而 使 因 解 旋 产生 的 
张力 得 以 释放 (图 20.23)。 现 在 已 经 知道 是 DNA 旋 
转 酶 (DNA gyrase) 承担 旋转 作用 ，DNA 旋转 酶 属 
于 拓扑 异 构 酶 (topoisomerase)， 能 够 使 DNA 单 链 或 
双 链 发 生 瞬 间断 裂 而 改变 其 拓扑 结构 。 

为 了 解 拓扑 异 构 酶 的 作用 机 制 ， 我 们 需要 仔细 
分 析 在 第 2 章 和 第 6 章 学 习 到 的 DNA 超 螺旋 现象 。 
到 目前 为 止 ， 已 被 研究 的 所 有 自然 形成 的 闭合 环形 
双 链 DNA 分 子 都 是 以 超 螺旋 形式 存在 的 ， 闭 合 环 
形 DNA 是 指 无 单 链 断 裂 或 具 缺 口 的 DNA 分 子 ， 当 
细胞 产生 闭合 环形 超 螺 旋 DNA 分 子 时 ， 必 然 会 引 
起 双 螺 旋 发 生 某 种 程度 的 解 旋 ， 这 时 DNA 分 子 处 
于 解 旋 状 态 。 只 要 两 条 链 保持 完好 ， 就 不 会 发 生 以 
链 骨 架 为 轴 的 任何 自由 旋转 ， 所 以 DNA 分 子 只 能 
通过 超 螺旋 形式 释放 因 解 旋 而 形成 的 张力 。 按照 惯 
例 ， 因 解 旅 而 引入 的 超 螺旋 称 为 “ 负 超 螺旋 "。 大 多 
数 生物 体 DNA 都 存在 负 超 螺旋 ， 然 而 ， 极 端 嗜 热 
菌 中 却 存在 正 超 螺旋 ， 通 过 反 向 DNA 旋转 酶 引入 
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Æ 20.23 Cairns 旋转 概念 。 当 闭合 环形 DNA 复制 
时 ， 两 条 链 必 须 在 复制 叉 〈F) 处 解 旋 。 因 解 旋 而 
形成 的 张力 将 通过 旋转 机 制 得 以 释放 。Cairns 确实 
将 旋转 看 作 是 一 种 主动 旋转 的 机 器 驱动 DNA 在 复 
制 又 处 解 旋 。 


正 超 螺旋 ， 从 而 使 这 些 生活 在 沸点 温度 环境 中 的 生 
物 的 DNA 保持 稳定 状态 。 

可 以 将 DNA 的 超 螺 旋 过 程 作 如 下 直观 化 分 析 ; 
取 一 条 中 等 偏 大 的 橡皮 圈 ， 一 只 手 捏 住 其 顶端 ， 另 
一 只 手 在 橡皮 圈 的 另 一 端 使 其 向 一 侧 缠绕 一 圈 ， 你 
会 注意 到 橡皮 图 会 对 因 旋 转 而 引入 的 张力 产生 抵抗 
作用 ， 并 通过 形成 超 螺旋 (如同 “8” 字 形 ) 而 释放 
张力 。 旋转 的 圈 数 越 多 ， 形 成 的 超 螺 旋 数 也 越 多 ; 
一 个 超 螺旋 数 相当 于 对 橡皮 圈 旋 转 完整 的 一 圈 。 向 
相反 方向 旋转 则 会 形成 相反 手 型 的 超 螺旋 。 

如 果 将 橡皮 图 被 紧 握 的 一 端 释放 ， 所 形成 的 超 
螺旋 就 会 获得 松弛 ， 在 DNA 分 子 中 ， 只 有 将 一 条 
链 切 断 ， 使 另 一 条 链 能 够 自由 旋转 ， 才 能 松弛 超 
螺旋 。 

如 果 没 有 其 他 方式 释放 张力 ， 那 么 DNA 在 复 
制 又 处 的 解 旋 会 引起 正 超 螺旋 而 不 是 负 超 螺旋 的 形 
成 。 因为 DNA 复制 时 ， 不 需要 链 的 切断 而 使 某 一 
区 域 的 DNA 发 生 永久 性 解 旋 ， 人 迫使 其 余 的 DNA 发 
生 过 度 缠 绕 ， 从 而 形成 补偿 性 正 超 螺旋 。 为 直观 表 
述 这 一 过 程 ， 观 察 一 下 图 20. 23 中 位 于 复制 叉 前 方 
的 环形 箭头 ， 我 们 会 注意 到 DNA 按 箭 头 方式 发 生 缠 


绕 后 ， 是 如 何 导致 箭头 后 方 的 DNA 发 生 解 旋 的 、 
而 箭头 前 方 的 DNA 则 发 生 过 度 缠 绕 。 想象 一 下 ， 
将 你 的 手指 插入 紧邻 复制 叉 的 DNA 链 中 ， 然 后 沿 
复制 移动 方向 移动 你 的 手指 迫使 DNA 的 两 条 链 发 
生 分 离 ， 你 就 会 想象 到 链 的 分 离 会 迫使 DNA 分 子 
按 箭头 指示 方向 发 生 旋转 ， 使 DNA 螺旋 过 度 缠绕 。 
当 你 的 手指 沿 环形 DNA 链 移动 时 ， 螺 旋 产 生 的 张 
力 会 对 你 的 手指 移动 产生 越 来 越 强 的 阻力 ， 所 以 ， 
因 DNA 在 复制 叉 处 解 旋 而 引入 的 正 超 螺旋 张力 必 
须 能 够 不 断 地 被 释放 ， 才 不 会 延缓 DNA 的 复制 。 
当 你 想象 在 橡皮 图 缠绕 得 越 来 越 紧 时 是 如 何 抵抗 你 
的 缠绕 时 ， 你 就 会 理解 DNA 复制 时 遇 到 的 相同 情 
况 。 从 原理 上 讲 ， 任 何 能 够 释放 这 种 张力 的 酶 都 可 
以 发 挥 旋转 作用 ,事实 上 ， 在 E. coli 细胞 所 有 的 拓 
扑 异 构 酶 中 ， 只 有 DNA 旋转 酶 具有 旋转 功能 。 

根据 断裂 DNA 的 单 链 或 是 双 链 而 将 拓扑 异 构 
酶 分 成 两 类 。 第 一 类 拓扑 异 构 酶 〈I 型 拓扑 异 构 酶 ， 
如 E. coli 的 拓扑 异 构 酶 1) 会 使 DNA 单 链 发 生 暂时 
HRR. 而 第 二 类 拓扑 异 构 酶 〈II 型 拓扑 异 构 酶 ， 
AME. coli 的 DNA 旋转 酶 ) 会 在 DNA hF LER 
时 的 双 链 断口 ， 随 后 能 够 将 断口 闭合 。 在 DNA 复 
制 时 ， 为 什么 E. coli 的 拓扑 异 构 酶 1 不 能 发 挥 旋转 的 
功能 ? 原因 是 该 酶 只 能 松弛 负 超 螺 旋 ， 不 能 松弛 因 
复制 又 前 方 因 DNA 复制 而 引入 的 正 超 螺旋 。 很 显 
然 ， 这 些 酶 在 DNA 链 上 产生 的 切口 并 不 能 使 DNA 
链 发 生 任 何方 向 的 自由 旋转 ， 但 DNA 旋转 酶 能 够 
在 闭合 环形 DNA 分 子 中 引入 负 超 螺旋 ， 从 而 抵消 
正 超 螺旋 形成 的 趋势 ， 因 此 ，DNA 旋转 酶 发 挥 旋转 
体 作 用 。 


图 20.24 DNA 拓扑 异 构 酶 分 析 。Gellert Æ 1 
同事 将 松弛 环 状 colE1 DNA 与 不 同 数量 的 
E. coli DNA 旋转 酶 共同 温 育 ， 同 时 添加 入 
ATP、 亚 精 胺 和 MgCl, (例外 情况 已 标注 )。 
沪 道 1， 从 E.coli 细胞 中 分 离 的 超 螺旋 colE1 
DNA; 沪 道 2: 无 DNA 旋转 酶 ， 泳 道 3 一 
10; 依次 增加 DNA 旋转 酶 的 量 ， 依 次 为 
24ng、48ng、72ng、96ng、120ng、120ng、 
240ng 和 360ng; 泳 道 11， 无 ATP; 瀛 道 
12: 无 亚 精 胺 ; Kit 13: 无 MeCh; 泳 道 
14; 在 缺少 ATP 的 情况 下 ， 将 超 螺旋 colE1 
DNA 5 240ng DNA 旋转 酶 共同 温 育 。 
(Source: Gellert, M., K. Mizuuchi, M. H. 
©? Dea and H. A. Nash, DNA gyrase: An 
enzyme that introduces superhelical turns into 
DNA. Proceedings of the National Acade- 
my of Sciences USA 73 (1976) fig.1, 
p. 3873, ) 
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但 也 并 不 是 所 有 的 拓扑 异 构 能 1B AR BE Sa TE 
超 螺 旋 ， 与 原核 生物 类 拓扑 异 构 酶 1 不 同 ， 来 自 真 
核 生物 和 古 菌 的 拓扑 异 构 酶 1 ( 古 菌 的 拓扑 异 构 酶 1 
又 称 类 真 核 生物 的 拓扑 异 构 酶 D 能 够 以 不 同 的 作用 
机 制 ， 既 能 松弛 负 超 螺旋 ， 也 能 松弛 正 超 螺 旋 。 

有 直接 证 据 表明 DNA 旋转 酶 在 复制 过 程 具有 
至 关 重 要 的 作用 。 第 一 ， 当 编码 DNA 旋转 酶 两 条 
多 肽 的 基因 发 生 突变 后 ， 会 阻 断 DNA 复制 ， 对 细 
胞 产生 致死 效应 ; B. MEBR, FER. K 
啶 酸 等 抗生素 能 够 抑制 DNA 旋转 酶 的 活性 ， 从 而 
BAIS DNA 的 复制 。 

开 型 拓扑 异 构 酶 的 作用 机 制 ”Martin Gellert 及 
同事 于 1976 年 首次 对 DNA 旋转 酶 进行 了 纯化 。 研 
究 者 通过 测定 DNA 旋转 酶 在 松弛 环形 DNA 分 子 
(在 本 章 前 面 介绍 的 colE1 质粒 ) 中 引入 的 超 螺旋 数 
来 监测 其 在 纯化 过 程 中 的 活性 ， 然 后 研究 者 在 反应 
体系 中 加 入 不 同 量 的 DNA 旋转 酶 及 ATP, 1h 后 进 
行 凝 胶 电泳 并 用 能 够 在 UV 照射 下 发 荧光 的 EB (省 
化 乙 锭 ) 进行 染色 。 

图 20. 24 显示 了 该 分 析 实 验 的 结果 。 一 方面 ， 
在 缺少 DNA 旋转 酶 〈 泳 道 2》 和 ATP ( 泳 道 11) 
时 ， 基 本 上 只 能 观察 到 迁移 率 较 低 的 松弛 环 状 形式 
的 质粒 DNA 分 子 的 存在 ; 另 一 方面 ， 当 实验 者 向 
反应 体系 中 逐渐 增加 DNA 旋转 酶 的 添加 最 后 ， 会 
观察 到 迁移 率 越 来 越 大 的 具有 许多 超 螺旋 的 质粒 
DNA 分 子 。 在 DNA 旋转 酶 含量 为 中 等 水 平 的 体系 
中 , 会 产生 不 同形 式 的 质粒 DNA 分 子 ， 对 应 于 小 
胶 上 的 不 同 条 带 ， 相 应 的 质粒 DNA 分 子 具 有 不 同 
整数 的 超 螺 旋 。 
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该 实验 结果 表明 DNA 旋转 酶 是 一 种 依赖 于 
ATP 的 酶 , 但 所 消耗 的 ATP 量 并 不 像 预期 的 那样 
多 ， 磷 酸 二 酯 键 与 再 形成 。 这 种 适度 能 量 需求 的 原 
因 在 于 DNA 旋转 酶 自身 〈 不 是 水 分 子 ) 是 促使 
DNA 键 发 生 断 裂 的 试剂 ， 通 过 形成 共 价 结合 的 酶 - 
DNA 中 间 体 而 使 DNA 键 发 生 断 型 。 该 中 间 体 保存 
了 DNA 磷酸 二 酯 键 中 的 能 量 ， 可 被 重新 用 于 DNA 
末端 的 再 连接 ， 同 时 DNA 旋转 酶 以 原 有 的 形式 被 
释放 。 

有 什么 证 据 能 够 证 明 酶 -DNA 中 间 体 的 存在 呢 ? 
James Wang 及 同事 在 DNA 断裂 -重新 连接 的 循环 过 
程 的 中 间 环 节 时 将 散 进 行 变性 处 理 ， 收 集 到 了 
DNA- 酶 复合 体 。 在 该 复合 体 中 ，DNA 的 两 条 链 均 
存在 切口 ， 两 切口 相距 4 个 碱 基 对 ， 呈 交错 结构 ， 
DNA 旋转 酶 与 这 两 个 突出 的 DNA 末端 发 生 共 价 结 
合 。1980 年 ，Wang 及 同事 通过 DNA 旋转 酶 上 的 一 
个 酷 氨 酸 残 基 进一步 证 明了 酶 与 DNA 间 的 共 价 结 
合 ， 研 究 者 将 P] DNA 与 DNA 旋转 酶 共同 温 
育 ， 然 后 通过 使 酶 变性 从 而 捕获 DNA- 旋 转 酶 复合 
体 ， 分 离 纯化 出 该 复合 体 后 ， 用 核酸 酶 将 复合 体 中 


二 聚 体 基本 界面 


图 20. 26 展示 了 在 DNA 片段 相互 穿越 过 程 中 双 
昧 协同 作用 的 模型 。 上 显 与 DNA 的 G 片段 结合 ， 
该 片段 包含 有 其 他 片段 穿越 的 和 人口， 被 ATP 激活 
后 ， 上 显 又 与 DNA 的 片段 结合 ， 该 片段 能 够 穿 
越 G 片 段 而 被 转运 。G 片段 与 工 片段 相互 垂直 ， 
DNA 旋转 酶 断裂 G 片段 使 之 产生 人 口 ， 当 工 片段 
穿越 G 片段 进入 下 额 后 ， 被 释放 出 来 。 
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的 DNA 消化 殉 尽 ， 分 离 得 到 了 标记 位 于 A 亚 基 上 
的 [PP] 酶 《DNA 旋转 酶 与 所 有 的 原核 生物 DNA 
拓扑 异 构 酶 I 一 样 ， 是 由 两 个 不 同 亚 基 构 成 的 四 聚 
体 结构 :As Be )。 旋 转 酶 的 亚 基 A YP 标记 的 事实 
更 有 力 地 表明 该 亚 基 通 过 一 个 氨基 酸 残 基 而 与 *P 
[DNA] 相连 。 OBA, 哪 一 个 氨基 酸 残 基 能 够 与 
DNA 发 生 连 接 ? Wang 及 同事 将 标记 的 A 亚 基于 者 
沸 的 HO 中 进行 消化 ， 使 之 降解 为 游离 的 氨基 酸 组 
分 ， 然 后 纯化 被 标记 的 氨基 酸 ， 与 之 共 纯 化 的 是 磷 
MEAM, FU, Wit A 亚 基 上 的 酷 氨 酸 残 基 ， 旋 
转 酶 与 DNA 实现 了 共 价 结合 。 

DNA 旋转 酶 以 及 其 他 DNA 拓扑 异 构 酶 I 是 如 
何 向 DNA 分 子 中 引入 负 超 螺旋 的 ? 最 简单 的 解释 
E: 这 些 酶 能 够 使 双 螺 旋 的 一 部 分 穿越 男 一 部 分 。 
图 20. 25 显示 的 是 酵母 拓扑 异 构 酶 了 1 的 X 射线 晶体 
结构 ， 和 所 有 形式 的 真 核 生物 拓扑 异 构 酶 I 一样 ， 
是 同 源 二 聚 体 结构 ， 每 一 单 体 都 包含 有 相当 于 原核 
生物 拓扑 异 构 酶 人 [的 A 和 B 亚 基 的 结构 域 。 酵母 拓 
扑 异 构 酶 I 是 由 2 个 新 月 形 单 体 构成 的 心 形 蛋 白质 ， 
呈 双 晒 结 构 ， 分 别 位 于 上 部 与 底部 。 


图 20.25 酵母 拓扑 异 构 酶 LI 的 晶体 结 
构 。 左 侧 的 单 体 分 别 用 绿色 和 橙色 表示 ， 
右 侧 的 单 体 分 别 用 黄色 和 蓝 色 表 示 。 在 
绿色 和 黄色 单 体 上 存在 着 相当 于 原核 生 
物 拓扑 异 构 酶 A 亚 基 的 功能 域 标注 为 
A')， 在 橙色 和 蓝 色 单 体 上 存在 着 相当 于 
原核 生物 拓扑 异 构 酶 B 亚 基 的 功能 域 
(标注 为 B)。 具 有 ATP 酶 活性 的 B' 功 能 
域 形成 酶 的 上 额 ，A' 功 能 域 形成 酶 的 下 
矣 。 图 中 显示 的 结构 中 ， 酶 的 双 矣 是 关 
闭 的。 在 反应 过 程 中 与 DNA 发 生 连 接 的 
酷 氮 酸 活性 位 点 用 紫色 六 边 形 表 示 ， 位 
于 A 结构 域 和 B' 结 构 域 交界 处 附近 ， 在 
底部 标注 了 单 体 间 的 主要 接触 面 。 
(Source: Wang, J.C. , Moving one DNA 
double helix through another by a type II 
DNA topoisomerase: the story of a simple 
molecular machine. Quarterly Reviews of 
Biophysics 31, 2 (1998), £8, pp. 107- 
144. © 1998 Cambridge University Press. ) 


NS “存在 一 种 或 多 种 被 称 为 解 旋 酶 的 酶 ， 
可 利用 ATP 能 使 两 条 亲本 DNA 链 在 复制 叉 处 解 
族 分 离 。 当 解 旋 酶 对 闭合 环形 DNA 的 两 条 亲本 
链 解 旋 时 ， 会 在 DNA 分 子 中 引入 抵消 正 超 螺旋 
的 张力 ， 必 须 克 服 这 种 张力 ， 否 则 复制 叉 的 行进 
将 会 受阻 。 旋转 可 以 释放 这 种 张力 ,在 Ecoli 中 ， 
DNA 旋转 酶 是 具有 旋转 功能 的 首选 者 ， 通 过 在 复 


图 20.26 拓扑 异 构 酶 了 催化 的 反应 中 ，DNA Fr RPL a RAY AFH Th SF HI 1 的 晶体 结构 以 及 其 他 
方面 的 证 据 ，Wang 及 同事 提出 了 如 下 模式 ，(a) EBITI, 与 DNA 的 G 片段 OUE DNA) 结合 ,该 
片段 能 够 断裂 形成 允许 其 他 DNA 片段 穿 过 的 门 。DNA 结合 后 导致 酶 的 构象 发 生 改 变 ， 引 导 B' 功 能 域 的 栈 
氨 酸 活性 位 点 进入 攻击 DNA 的 位 置 。(b) 每 个 上 标 中 的 ATP 酶 功能 域 与 ATP (用 星 号 表示 ) 结合 ， 此 外 ， 
EBE DNA 的 双 链 了 片段 结合 ，T 片段 将 会 穿 过 G 片段 。(c) 通过 包括 假定 中 间 体 (括号 内 ) 在 内 的 一 
系列 构象 变化 ， 活 性 位 点 将 G 片段 切断 ， 使 了 片段 穿 过 G 片段 并 进入 到 下 里 中 。 在 < 步骤 中 ，B' 功 能 域 的 
前 面部 分 是 透明 的 ， 以 便 可 以 观察 其 后 的 DNA。(d) FMI, 释放 工 片 段 ， 而 G 片段 被 重新 接合 。(e) 
拓扑 异 构 酶 开水 解 ATP， 使 其 恢复 到 能 够 接受 另 一 个 工 片段 的 状态 ， 并 重复 这 一 片段 穿越 过 程 。( Source， 
Adapted from Berger, J. M. , S.J. Gamblin, S.C. Harrison and J. C. Wang, Structure and mechanism of DNA 


topoisomerase II. Nature 379; 231, 1996.) 


制 的 DNA 中 引入 负 超 螺旋 而 中 和 正 超 螺 施 ， 否 
则 正 超 螺旋 会 阻 断 DNA 的 复制 。 


20.3 DNA 损伤 与 修复 


生物 体 中 有 很 多 不 同 的 情况 可 导致 DNA 损伤 ， 
如 果 损 伤 的 DNA 不 能 得 到 及 时 的 修复 ， 就 会 引起 
突变 ， 即 DNA 碱 基 序列 的 改变 。 首 先 值得 强调 一 
点 的 是 DNA 损伤 与 DNA 突变 是 两 个 不 同 的 概念 。 
DNA 损伤 仅 是 DNA 简单 的 化 学 变化 , 而 DNA 突 
变 则 是 DNA 碱 基 对 的 改变 。 例如， 由 G-C 碱 基 对 
改变 为 甲 基 化 G-C 碱 基 对 属于 DNA 损伤 范畴 ;而 
由 G-C 碱 基 对 转变 为 其 他 正常 的 碱 基 对 〈 如 A-T, 


T-A RCG) 则 属于 DNA 突变 。 事 实 上 ， 在 DNA 
复制 过 程 中 ， 甲 基 化 G 不 会 与 C 配 对 ， 而 可 能 会 与 
工 发 生 错 配 ， 如 果 情 况 确 实 如 此 ， 那 么 在 进行 第 二 
$È DNA 复制 时 ， 甲 基 化 的 G 便 会 取代 A 而 与 工 发 
生 错 配 ， 从 而 将 正常 的 GC 碱 基 对 转变 为 A-T 碱 基 
对 ， 导 致 突变 的 发 生 。 这 个 事例 说 明 ，, 在 DNA 损 
伤 向 突变 转化 的 过 程 中 ，DNA 复制 起 到 了 重要 
作用 。 

由 烷 基 化 试剂 引起 的 碱 基 修 饰 以 及 由 紫外 线 辐 
射 引起 的 喀 啶 二 聚 体 就 是 两 种 最 普遍 的 DNA 损伤 
事例 。 下 面 我 们 将 具体 学 习 原 核 生物 与 真 核 生物 细 
胞 修复 DNA 损伤 的 机 制 ， 在 多 数 DNA 损伤 修复 机 
制 中 均 涉及 DNA 的 复制 。 
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碱 基 的 烷 基 化 修饰 引起 的 DNA 
损伤 


在 自然 界 中 存在 一 些 天 然 的 或 人 工 合成 的 亲 电 
试剂 ， 能够 进攻 其 他 分 子 的 负电 中 心 并 与 之 结合 。 
有 许多 物质 在 体内 通过 代谢 作用 后 成 为 亲 电 试剂 ， 
DNA 是 生物 体内 明显 带 有 负电 中 心 的 物质 ， 每 个 核 
形 酸 分 子 包含 带 有 一 个 负电 荷 的 磷酸 基 团 和 带 有 部 
分 负电 荷 的 碱 基 ， 当 亲 电 试剂 进攻 这 些 负电 中 心 时 ， 
通常 会 将 含 碳 的 基 团 ， 即 烷 基 添 加 到 负电 中 心 ， 这 
一 过 程 称 之 为 烷 基 化 〈alkylation) 。 

图 20. 27 描述 了 DNA 分 子 负电 中 心 的 特征 。 除 
TREAS, SEGHI N7 和 腺 味 叭 的 N3 是 亲 电 
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FA 20.27 DNA 分 子 内 的 富 集 电 子 中 心 。 亲 电子 试 
剂 最 常 攻击 的 位 点 是 磷酸 基 团 、 鸟 顺 叭 的 N7 和 腺 
WHY N3 (红色 )， 其 他 靶 位 点 用 蓝 色 表示 。 


试剂 易于 进攻 的 位 点 外 ， 还 有 许多 其 他 易于 受到 亲 
电 试剂 进攻 的 位 点 ， 而 且 不 同 的 烷 基 化 试剂 有 各 自 
不 同 的 进攻 又 位 点 。 

当 DNA 分 子 上 的 这 些 位 点 发 生 烷 基 化 修饰 后 
会 出 现 怎样 的 后 果 ? 首先 看 一 下 鸟 味 叭 的 N7 和 腺 
BROS HY N3 这 两 个 主要 位 点 发 生 烷 基 化 修饰 的 后 果 。 
SRW NT 位 点 发 生 烷 基 化 后 不 会 改变 其 与 胞 喀 
啶 发 生 碱 基 互补 配对 的 性 质 ， 一 般 是 无 害 的 ， 而 腺 
GAH N3 位 点 发 生 烷 基 化 后 ， 其 后 果 比 较 严重 ， 
因为 烷 基 化 修饰 后 产生 的 非 编码 碱 基 (noncoding 
base) 3-FPMEAR MEMS (3mA) 不 能 与 其 他 碱 基 进行 
正确 配对 。 由 于 DNA 聚合 酶 不 能 准确 识别 含有 
3mA 的 碱 基 对 ，DNA 聚合 酶 就 会 在 3mA 损伤 处 停 
下 来 而 阻碍 了 DNA 的 复制 ， 阻 断 DNA 复制 对 细胞 
而 言 是 致死 的 ， 所 以 认为 3mA 对 细胞 是 有 毒性 的 。 
另 一 方面 ， 也 正 是 我 们 在 本 章 后 面 内 容 中 将 要 学 习 
到 的 ， 这 种 DNA 复制 的 暂停 可 以 在 损伤 不 被 修复 
的 情况 下 解除 ， 这 种 DNA 复制 恢复 机 制 是 有 错误 
倾向 的 ， 因 此 有 可 能 会 引起 突变 。 

此 外 ， 所 有 参与 碱 基 互 补 配对 的 氨 原 子 和 氧 原 
子 也 会 发 生 烷 基 化 修饰 《图 20. 27)， 会 直接 破坏 碱 
基 配 对 而 导致 突变 。 鸟 嘎 叭 的 06 位 点 发 生 烷 基 化 
修饰 后 最 可 能 会 导致 突变 ， 尽 管 该 位 点 很 少 受到 亲 
电 试 剂 的 进攻 。 该 位 点 一 旦 发 生 烷 基 化 修饰 就 会 产 
生 很 强 的 诱 变性 ， 因 为 烷 革 化 的 鸟 嘎 叭 会 与 胸腺 喀 
院 而 不 是 胞 喀 院 互补 配对 。 例 如 ， 常 用 的 诱 变 剂 乙 
WPR (EMS) 能 够 将 乙 基 基 团 (CHs CH;) 
转移 到 DNA 分 子 上 ， 从 而 使 鸟 味 叭 的 06 位 点 发 生 
烷 基 化 (图 20.28). SIRIS 06 位 点 的 烷 基 化 修饰 
改变 了 鸟 味 叭 的 互 变异 构 体形 式 〈 双 键 形 式 )， 而 使 
其 与 胸腺 喀 啶 进行 碱 基 互 补 配对 ， 导 致 G-C 碱 基 对 
转换 为 A-T 碱 基 对 。 


转换 
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图 20.28 EMS Xt SRR. AYE HY SR AEE EEE SOROS Hy 
自由 06 原子 〈 红 色 ) ，EMS 作为 供 体 将 乙 基 转移 至 鸟 味 叭 的 06 FL, AH O6-ZEMRG HM CH, 
能 够 与 胸腺 喀 喧 而 不 是 胞 喀 院 进行 互补 配对 。 经 过 又 一 轮 的 DNA 复制 后 ，A-T 碱 基 对 取代 了 原来 的 G-C 
碱 基 对 。 


环境 中 有 许多 致癌 物质 (carcinogen) 都 是 亲 电 
试剂 ， 能 够 使 DNA 发 生 烷 基 化 修饰 。 正 如 我 们 刚 
才 所 了 解 到 的 那样 ， 这 会 导致 突变 的 发 生 ， 如 果 控 
制 或 影响 细胞 分 裂 的 基因 发 生 突变 ， 就 会 使 细胞 失 
去 控制 复制 的 能 力 而 转变 为 癌 细 胞 。 

小 结 LETRA (EMS) 等 烷 化 剂 能 够 
使 DNA 碱 基 发 生 烷 基 化 修饰 ， 不 改变 碱 基 互 补 配 
对 性 质 的 烷 基 化 是 无 害 的 ; 而 引起 DNA 复制 停止 

的 烷 基 化 则 是 有 害 的 ， 如 果 损 伤 的 DNA 没有 得 到 
修复 而 细胞 仍 继续 复制 就 会 导致 突变 ， 有 些 烷 基 
化 会 改变 碱 基 互 补 配 对 的 性 质 ， 所 以 是 诱 变 斌 。 


紫外 线 辐 射 引起 的 DNA 损伤 


KIB 《ultraviolet，UV) 辐射 会 引起 同一 条 
DNA 链 上 相 邻 的 喀 啶 碱 基 发 生 交 联 而 形成 略 啶 二 聚 
体 (pyrimidine dimmer) 。 图 20. 29 示意 了 胸腺 喀 喧 
二 聚 体 的 结构 ， 并 一 明 了 胸腺 喀 啶 二 聚 体 是 如 何 破 
坏 DNA 双 链 间 的 碱 基 互 补 配对 的 。 这 种 二 聚 体 之 
所 以 能 够 阻 断 DNA 复制 ， 是 因为 复制 机 构 不 能 确 
定 将 哪 一 种 碱 基 引 入 到 与 二 豪 体 相对 应 的 位 置 处 。 
正如 我 们 将 要 学 习 到 的 那样 ， 有 时 DNA 的 复制 过 
程 会 继续 进行 下 去 ， 引 入 的 碱 基 不 会 准确 地 进行 碱 
基 互 补 配对 ， 如 果 插 人 的 碱 基 是 错误 的 则 会 引起 


(a) 


图 20.29 ORE HEHE (a) 紫外 线 照射 
使 上 链 中 相 邻 的 两 个 喀 啶 交 联 在 一 起 
〈 图 中 所 示例 的 为 胸腺 喀 啶 )， 这 将 导致 
DNA 扭曲 变形 ， 使 这 两 个 非 编码 碱 基 不 
再 与 腺 嗓 叭 配对 ; (b) 通过 两 个 化 学 键 
将 相 邻 的 两 个 吵 院 连接 在 一 起 ， 形 成 环 
四 丁 烷 结构 (红色 )。 


突变 。 

紫外 辐射 具有 重要 的 生物 学 意义 。 太 阳光 中 含 
有 紫外 线 光 谱 ， 大 多 数 生 命 有 机 体 都 在 某 种 程度 上 
暴露 于 紫外 光照 射 之 下 。 紫 外 光 辐 射 具有 的 诱 变 作 
用 也 就 解释 了 为 什么 日 光 能 够 引发 皮肤 痛 : 日 光 中 
的 紫外 成 分 损坏 皮肤 细胞 中 的 DNA， 从 而 导致 突变 
的 发 生 ， 致 使 这 些 细胞 无 法 调控 自身 的 分 烈 。 虽 然 
紫外 线 具 有 一 定 的 危险 性 ， 但 我 们 很 幸运 ， 地 球 上 
方 大 气 层 中 的 臭氧 层 作 为 保护 单 ， 能 够 吸收 大 量 的 
紫外 线 。 然 而 ,科学 家 注意 到 ， 自 氧 层 已 经 出 现 了 
漏洞 ， 其 中 最 大 的 漏洞 出 现在 南极 洲 上 方 。 关 于 引 
起 臭氧 消耗 的 原因 还 存在 着 争论 ， 但 这 些 原因 中 包 
括 在 空调 及 塑料 使 用 过 程 中 向 大 气 层 中 释放 的 化 合 
物 。 如 果 我 们 不 停止 破坏 臭氧 层 的 行为 ， 人 类 将 遭 
受 更 多 的 包括 皮肤 癌 在 内 的 紫外 线 损伤 。 


7Y 射线 及 又 射线 引起 的 DNA 损伤 


同 紫 外 线 一 样 ， 高 能 y 射线 及 X 射线 也 能 与 
DNA 分 子 发 生 直接 的 相互 作用 ， 但 它们 对 DNA 的 损 
伤 主要 是 由 于 产生 的 电离 分 子 〈 如 水 ) 包围 在 DNA 
分 子 周围 。 自 由 基 就 是 带 有 不 成 对 电子 的 化 学 物质 ， 
这 些 自由 基 特 别 是 含 氧 的 自由 基 具 有 很 高 的 活性 ， 
能 够 快速 与 相 邻 的 分 子 发 生 作 用 。 当 自由 基 与 DNA 
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分 子 发 生 作 用 时 ， 可 以 引起 碱 基 的 改变 ， 但 更 多 的 
情况 是 引起 DNA 单 链 或 双 链 的 断裂 。 

DNA 碱 基 至 少 会 遭受 到 20 种 氧化 损伤 ， 特 别 
是 因 电离 辐射 或 正常 氧化 代谢 而 产生 的 活性 氧 。 对 
BAUR BRS (oxoG) Bl 8-782 SPS (E 20. 30) 
这 种 氧化 碱 基 研 究 得 最 深入 ， 原 核 生 物 或 真 核 生物 
的 DNA 聚合 酶 会 将 oxoG 误 读 为 胸腺 喀 啶 ， 从 而 在 
本 应 插 人 胞 喀 啶 的 位 置 处 插入 腺 味 哈 ， 形 成 oxo G- 
信 碱 基 对 。 这 两 个 碱 基 都 具有 诱 变 效应 ， 如 果 这 两 
个 碱 基 在 下 一 轮 DNA 复制 前 不 能 被 移 除 ， 就 可 能 
会 引发 突变 。 单 链 断 裂 的 后 果 并 不 严重 ， 因 为 很 容 
易 修 复 ， 只 要 把 断 开 的 链 末端 连接 起 来 即 可 ， 而 
DNA 双 链 断裂 后 就 很 难 准确 修复 ， 从 而 会 引发 永久 
性 突变 。 因 为 电离 辐射 能 够 使 染色 体 断 裂 ， 所 以 电 
离 辐射 即 是 一 种 诱 变 剂 ， 又 是 一 种 断裂 剂 〈clasto- 
gen), 


W 20.30 -ARARE (8- 羟 基 乌 嘎 哈 ) 。 


小 结 ，” 不 同 种 类 的 辐射 会 造成 不 同 的 DNA 
损伤 。 紫 外 线 的 能 量 相对 较 低 ， 能 够 产生 嗜 啶 二 
形体 等 中 等 程度 的 DNA 损伤， 而 y 射线 及 X 射 
线 为 高 能 射线 ， 能 够 使 DNA 周围 的 分 子 呈 离子 
化 状态 ,产生 能 够 进攻 DNA 的 高 活性 自由 基 ， 
引起 DNA 碱 基 的 改变 或 链 的 断裂 。 


DNA 损伤 的 直接 修复 


处 理 DNA 损伤 的 方法 之 一 就 是 进行 修复 ， 将 
损伤 恢复 到 原来 的 正常 状态 。 有 两 条 基本 修复 途径 : 
直接 去 除 损伤 ，@ 移 去 损伤 的 DNA HE. Rea 
补 上 新 的 未 受 损伤 的 DNA。 现 在 我 们 将 具体 了 解 一 
下 E. coli 细胞 直接 修复 DNA 损伤 的 两 种 方法 。 

在 20 世纪 40 年 代 后 期 ，Albert Kelner Witt 
菌 为 研究 对 象 ， 试 图 阐明 温度 对 DNA 紫外 损伤 修 
复 的 影响 ， 然 而 ， 他 观察 到 在 相同 的 温度 条 件 下 ， 
有 些 细菌 孢子 对 损伤 修复 的 很 快 。 很 明显 ,除了 温 
度 条 件 外 ， 还 有 其 他 因子 在 起 作用 。 最 后 ，Kelner 
注意 到 损伤 修复 比较 快 的 细菌 孢子 是 由 于 暴露 在 实 
验 室 的 光照 之 下 ， 当 控制 实验 室 条 件 ， 把 细菌 孢子 
培养 在 黑暗 条 件 下 时 ， 不 会 再 有 损伤 修复 事件 的 发 
Æ. RA, Renato Dulbecco 以 侵 染 含 紫外 损伤 的 噬 
菌 体 的 细菌 为 研究 对 象 进行 实验 时 ， 观 察 到 了 相同 
的 现象 。 这 就 是 大 多 数 生命 有 机 体 均 具有 的 一 种 重 
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要 的 损伤 修复 机 制 一 一 光复 活 (photoreactivation) 
或 光 修复 (light repair)， 然 而 ,包括 人 类 在 内 的 胎 
盘 哺 乳 动物 却 没有 光复 活 途 径 。 

在 20 世纪 50 年 代 后 期 ， 人 们 发 现 了 催化 光复 
活 反应 的 酶 一 光复 活 酶 (photoreactivating en- 
zyme) HRA (DNA photolyase)， 图 20. 31 描 
述 了 该 酶 催化 光复 活 反 应 的 机 制 。 首 先 ， 光 复活 酶 
识别 DNA 损伤 位 点 并 与 之 结合 〈 喀 啶 二 聚 体 )， 然 
后 酶 吸收 UV-A 到 蓝光 光谱 范围 内 的 光 后 被 激活 ， 
从 而 断裂 喀 啶 二 聚 体 之 间 的 化 学 键 ， 使 喀 喧 碱 基 恢 
复 到 原来 单 体 状态 ， 最 后 酶 与 DNA 解 离 ， 损 伤 得 
到 修复 。 


(0) | 吸收 光 能 
(>300nm) 


图 20.31 光复 活 作用 模型 。(a) 紫外 线 照 射 引 发 喀 
啶 二 聚 体 的 形成 ，〈b) DNA XRAN 〈 红 色 ) 与 
DNA 的 损伤 区 域 结合 ;(c) 酶 吸收 近 和 紫外 到 可 见 光 
光谱 范围 内 的 光 ; 〈d) 酶 将 喀 啶 二 聚 体 断 裂 ， 然 后 
与 已 被 修复 的 DNA 解 离 。 


从 下 coli 到 人 类 ， 所 有 的 生命 有 机 体 都 能 够 直 
接 逆转 另 一 种 损伤 ， 即 鸟 嘎 叭 06 位 点 的 烷 基 化 损 
Bi. 4 DNA 被 甲 基 化 或 乙 基 化 修饰 后 ， 存 在 于 生 
物体 内 的 06- 甲 基 乌 味 吟 甲 基 转 移 酶 〈O6-methyl- 
guanine methyl transferase) 能 够 催化 这 种 损伤 修复 


反应 ， 它 能 直接 将 甲 基 或 乙 基 从 鸟 味 叭 的 06 原子 
上 转移 到 酶 蛋白 分 子 的 一 个 半 胱 氨 酸 残 基 上 ， 从 而 
修复 受 损伤 的 DNA， 修 复 机 制 如 图 20. 32 所 示 。 

烷 基 的 接受 位 点 是 酶 蛋白 质 的 一 个 半 胱 氨 酸 残 
基 上 的 硫 原子 ， 严 格 来 讲 ， 这 意味 着 甲 基 转移 酶 不 
是 真正 意义 上 的 酶 ， 正 常 的 化 学 酶 在 其 所 催化 的 反 
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应 完成 后 酶 分 子 不 会 发 生 任何 改变 。 而 06- 甲 基 岛 
味 叭 甲 基 转 移 酶 的 活性 在 反应 完成 后 不 能 恢复 ， 所 
以 我 们 把 这 类 酶 称 之 为 是 一 种 自杀 性 栈 ， 因 为 其 在 
履行 完 自己 的 功能 后 便 失 活 。 因 此 ， 这 种 修复 过 程 
是 需要 付出 代价 的 ， 每 发 生 一 次 修复 事件 就 需要 消 
耗 一 个 蛋白 质 分 子 。 


. O 
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图 20.32 ”06- 甲 基 乌 嘎 叭 甲 基 转 移 酶 的 作用 机 制 。 酶 的 琉 基 接受 DNA 中 鸟 


味 叭 的 甲 基 〈 蓝 色 )， 使 酶 自身 失 活 。 


O6- 甲 基 鸟 味 叭 转移 酶 的 另 一 个 特性 也 很 值得 注 
意 ， 该 酶 能 够 被 烷 基 化 的 DNA 所 诱导 ， 至 少 在 
下 coli 细胞 中 是 这 样 的 ， 这 表明 一 直 处 于 烷 化 剂 环 
境 中 的 细菌 细胞 比 刚 处 于 诱 变 剂 环境 中 的 细菌 细 胞 
对 DNA 损伤 具有 较 大 的 抗 性 。 

小 结 ” 因 紫外 线 辐射 造成 的 DNA 损伤 ( 喀 
院 二 聚 体 ) 可 以 直接 被 DNA IE ET HEL, 
此 酶 利用 近 兹 外 至 蓝光 波段 的 光 而 将 喀 啶 二 聚 体 
中 化 学 键 打开 ; 鸟 味 聆 OG 位 点 的 烷 基 化 可 以 被 

自杀 人 性 06- 甲 基 鸟 嘎 叭 甲 基 转 移 酶 修复 、 可 以 将 
烷 基 基 团 转移 到 酶 自身 的 一 个 氨基 酸 残 基 上 。 


切除 修复 


通过 直接 逆转 修复 方式 只 能 修复 少量 的 DNA 
损伤 ， 因 为 大 多 数 损伤 既 不 是 喀 啶 二 聚 体 损伤 ， 也 
不 是 06- 烷 基 鸟 味 叭 损伤 ， 所 以 必须 通过 不 同 的 机 
制 来 修复 这 些 损伤 。 切 除 修复 〈excision repair) 能 
够 消除 大 多 的 DNA 损伤 ， 首 先 将 受 损伤 的 DNA 切 
除 ， 然 后 用 新 合成 的 DNA 进行 替换 。 切 除 修复 机 
制 包括 碱 基 切 除 修复 和 核 背 酸 切 除 修复 。 碱 基 切除 
修复 机 制 较为 普遍 ， 主 要 针对 碱 基 改变 轻微 的 DNA 
损伤 ， 如 细胞 试剂 引起 的 化 学 修饰 核 苷 酸 切 除 修 
复 机 制 主要 修复 碱 基 发 生 重大 变化 的 DNA 损伤 ， 
其 中 许多 损伤 会 引起 DNA 双 螺 旋 结 构 的 扭曲 ， 这 
些 改变 主要 是 由 于 细胞 外 的 诱 变 剂 造成 的 ，UV 辐 
射 引起 的 喀 啶 二 聚 体 就 是 这 类 损伤 的 一 个 典型 事例 。 

碱 基 切 除 修复 ”在 碱 基 切 除 修复 (base excision 
repair, BER) 中 ， 由 DNA 糖 基 化 酶 (DNA glyco- 
sylase) 识别 受 损 碱 基 ， 通 过 使 DNA 发 生 扭 曲 而 使 
受 损 碱 基 从 碱 基 对 中 凸 出 来 ， 然 后 水 解 受 损 碱 基 与 
核糖 之 间 的 糖 背 键 〈glycosidic bond) (PA 20. 33), 
从 而 除去 受 损 碱 基 ， 产 生 无 嘎 叭 (apurinic) REE 
BE (apyrimidinic) 的 AP 位 点 ， 即 没有 味 叭 碱 基 或 


喀 啶 碱 基 的 核糖 位 点 。AP 内 切 核酸 酶 (AP endo- 
nuclease) 能 够 识别 AP 位 点 ， 在 AP 位 点 的 5 端 一 
侧 将 DNA 链 切 断 或 造成 缺口 〈 内 切 核酸 酶 中 “en- 
do” 是 指 该 酶 能 够 在 内 部 而 不 是 在 游离 的 末端 将 
DNA 链 切 断 )。 在 E.coli 中 ，DNA 磷酸 二 酷 酶 在 
AP 位 点 处 将 磷酸 戊 糖 切除 ， 然 后 由 DNA 聚合 酶 1 
进行 修复 合成 ， 按 5 一 3 ' 方 向， 在 降解 DNA 的 同时 
合成 新 的 DNA 片段 ,但 DNA RA WER AEE M ik 
口 ， 最 后 由 DNA i HG) ERREK, RH 
伤 修复 。 不 同 的 损伤 碱 基 可 由 不 同 的 DNA WAE 
酶 识别 ， 人 类 至 少 有 8 种 DNA 糖 基 化 酶 由 于 
DNA 复制 一 般 不 会 因 碱 基 受 到 微小 的 化 学 修饰 而 停 
dk. 但 可 能 会 引起 错 码 ， 所 以 在 防止 发 生 突变 方面 ， 
BER 发 挥 着 重要 作用 。 

真 核 生物 的 大 多 数 BER 过 程 (图 20. 34a~e) 
与 原核 生物 相似 ， 只 是 没有 DNA 磷酸 二 酯 酶 的 参 
与 。AP 位 点 被 切 开 后 ， 由 DNA RAM B 填补 空 
辽 ， 同 时 将 磷酸 戊 糖 切除 〈 蓝 色 )， 但 该 修复 方案 存 
在 一 个 基本 问题 细菌 的 DNA 聚合 酶 I 具 有 编辑 校 
正 活性 ， 而 DNA 豪 合 酶 B 则 无 此 功能 ， 是 一 种 具有 
错误 倾向 的 酶 ， 平 均 复制 4000 个 核 痛 酸 就 会 出 现 1 
次 错误 ， 而 且 自 身 又 不 能 修复 错误 。 这 种 情况 听 起 
来 可 能 不 是 很 精 糕 ， 但 考虑 到 人 类 的 基因 组 中 每 天 
可 能 有 2000 ~ 8000 个 碱 基 会 受到 损伤 ， 如 果 按 
DNA 聚合 酶 B 的 这 种 错误 概率 计算 的 话 ，BER 系统 
每 天 就 会 在 人 类 的 基因 组 中 引入 5 一 20 次 突变 。 

幸运 的 是 ， 真 核 细 胞 具有 解决 这 个 问题 的 方案 。 
2002 年 ，Kai-Ming Chou 和 Yung-Chi Cheng 研究 表 
明 ， 人 类 的 无 味 叭 /无 喀 啶 (AP) 内 切 核酸 酶 
CAPE] 能 够 与 DNA RAN p 共同 作用 ， 以 校正 
DNA 聚合 酶 B 产生 的 错误 。 已 知 酵母 的 APE] BR 
了 具有 主要 的 内 切 核酸 酶 活性 外 ， 还 有 3' 一 5 外 
切 核酸 酶 活性 ， 但 3 一 5 外 切 核酸 酶 活性 太 弱 可 能 没 
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图 20.34 人 类 的 BER 途径 。(a) DNA 
分 子 的 下 方 链 中 ， 胞 喀 啶 发 生 自发 脱 
HEER WC OEG) 转变 为 U 
(橙黄 色 );(b) 糖 基 化 酶 将 尿 喀 啶 切 


y 


E 20.33 已 eof 的 碱 基 切 除 修复 。 
(a) DNA 糖 基 化 酶 使 受 损 碱 基 ( 红 
色 ) 外 突 ; (b) DNA 糖 基 化 酶 切除 
受 损 的 外 突 碱 基 ， 在 下 方 DNA 链 伤 
留 下 一 个 无 呵 叭 或 无 喀 喧 位 点 ; 
(O AP 内 切 核酸 酶 从 AP 位 点 5 端 一 
侧切 断 DNA gE; (d) DNA 磷酸 二 酯 
MER DNA 糖 基 化 酶 留 下 的 AP- 脱 
氧 核糖 磷酸 (右边 的 黄 条 块 ); 
Ce) DNA 聚 合 酶 [ 将 填补 空隙 ， 并 继 
续 向 下 游 修复 合成 几 个 核 背 酸 ，DNA 
降解 的 同时 将 其 修复 ; (D DNA 连接 
MRE DNA RAN I 留 下 的 缺口 。 


5 


Seege 
ACGTGAATC 


TSCAYTIAG 
on / 5 3 A (0) 尿 喀 啶 切除 
3 y 


Wes (O APEL 在 无 喀 喀 位 点 的 5'3 ISTINTI TS 
{WHE DNA 链 切 断 ，(d) DNA RA TGSACTTAG TSCA, TIAG 
酶 B 用 C OEC) 准确 地 填补 空隙， 5 3 y y 
同时 将 核糖 磷酸 切除 (绿色); 全 连接 (c) 在 AP 位 点 
Ce) DNAR IMAO, {DNA 处 切断 
ene ae on "TESTES {中 填补 空 阶 sas me 
尔 也 会 出 现 错误 ， 可 能 会 掺 入 错误 的 = AAE a 

T (红色)， 而 不 是 正确 的 C， 在 错 配 AT TAG iach TIA 


gy 5 
碱 基 的 3 端 留 下 一 个 切口 ，(g) APEL aas . 
利用 其 3' 外 切 核酸 酶 活性 切除 错 配 的 。 ，: Sema 
Ts EZI Ch) DNA 聚合 酶 B 淮 。。 g 


确 地 摊 人 能 够 与 G 配对 的 C( 蓝 色 )。 CST 
修复 错 配 ， 然 后 将 DNA 连接 起 来 ， ”TSA TT 
即 可 恢复 到 正常 状态 。 SR eis 
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有 什么 生物 学 意义 。Chou 和 Cheng 的 研究 表明 ， 对 
准确 配对 的 核 苷 酸 而 言 ， 酵 母 APE1 的 3 一 5' 外 切 
核酸 酶 活性 确实 很 弱 ， 但 遇 到 末端 错 配 的 核 音 酸 ， 
如 当 DNA 聚合 酶 B 没 有 准确 填补 空隙 时 ， 其 3 一 57 
外 切 核酸 酶 活性 会 提高 50~150 售 (图 20.34D 。 

当 相 邻 的 两 条 DNA 链 中 的 一 条 其 末端 拥有 错 
配 碱 基 时 ，DNA 连接 酶 1 不 能 有 效 地 将 这 两 条 
DNA 链 连 接 在 一 起 ， 如 图 20. 34 步骤 f 中 所 示 的 结 
构 。 事 实 上 ，DNA 连接 酶 1 对 末端 错 配 DNA 链 的 
连接 效率 低 于 10%, WME APE] 确实 能 够 修复 由 
DNA RAAME B 产生 的 错 配 DNA， 那 么 可 以 预测 : 
APE] 能 够 与 连接 酶 协同 作用 ， 修 复 错 配 的 碱 基 并 
有 效 地 将 DNA 链 连接 起 来 。Chou 和 Cheng 利用 由 
纯化 的 DNA 连接 酶 1、DNA 聚合 酶 B 和 APE] 构成 
的 重组 系统 ， 证 明 APEL 能 够 有 效 地 提高 连接 效率 ， 
依据 其 浓度 ， 连 接 效率 提高 10% 一 95%。 所 以 ， 
APE] 确实 能 够 修复 由 DNA 聚合 酶 B 产 生 的 错 配 。 

碱 基 切 除 修复 的 一 个 特殊 事例 是 对 8- 氧 代 鸟 嘎 
叭 的 修复 ， 在 本 章 前 面 的 内 容 中 我 们 已 了 解 到 ， 
oxoG 是 DNA 受到 氧化 损伤 的 结果 。oxoG 可 与 A 配 
对 ， 形 成 oxoG-A 碱 基 对 ， 这 两 个 碱 基部 具有 诱 变 效 
应 ， 在 下 一 轮 DNA 复制 过 程 中 都 可 能 发 生 错 配 而 引 
发 突变 。 在 人 类 中 ， 这 些 突变 会 导致 癌症 的 发 生 。 但 
是 有 氧 生物 进化 获得 了 处 理 这些 错 配 碱 基 的 机 制 。 

Gregory Verdine 及 同事 于 2004 年 阐释 了 错 配 
碱 基 A 的 修复 机 制 ， 参 与 修复 的 酶 为 腺 嗓 叭 DNA 
糖 基 化 酶 adenine DNA glycosylase) ， 包 括 细菌 中 
的 MutY 和 人 类 的 hMYH。 该 酶 能 够 切除 与 oxoG 
发 生 错 配 的 A， 但 不 会 切除 正确 配对 的 C， 而 且 也 
不 会 对 所 有 与 正确 配对 的 A 产生 作用 。 腺 车 叭 
DNA 糖 基 化 酶 如 何 区 分 这 些 碱 基 的 ? 对 MutY 与 包 
会 oxoG 的 模式 DNA 分 子 组 成 的 复合 体 进行 X 射 线 
晶体 学 分 析 可 能 会 找到 问题 的 答案 ,但 这 些 复合 体 
很 不 稳定 ， 难 以 获得 其 结晶 体 。 因 此 ，Verdine 及 同 
事 使 包含 oxoG 的 寡 核 背 酸 分 子 与 MutY 通过 二 硫 
键 共 价 结合 在 一 起 ， 从 而 形成 紧密 结合 的 复合 体 ， 
且 易 形成 结晶 体 。 

复合 体 的 晶体 结构 显示 ，oxoG-A 碱 基 对 与 酶 之 
间 会 发 生 紧密 而 特异 的 相互 作用 ， 腺 味 叭 碱 基 失去 
与 oxoG 间 的 相互 作用 ， 外 突进 入 酶 的 活性 位 点 。 
腺 嗓 叭 与 脱氧 核糖 间 的 糖 萌 键 断裂 ， 导 致 穆 呆 哈 从 
DNA 上 解 离 。 相 反 ， 正 常 的 T-A 碱 基 对 不 会 与 酶 
发 生 紧密 而 特异 的 相互 作用 ， 所 以 这 些 正常 的 碱 基 
对 不 会 受到 酶 的 作用 。 而 且 ，oxoG-C 碱 基 对 也 会 像 
oxoG-A 碱 基 对 一 样 ， 与 酶 同样 的 相互 作用 ,但 C 
不 会 发 生 外 突 ， 不 能 进入 酶 的 活性 位 点 ， 因 此 C 也 


不 会 被 切除 。 

oxoG 是 如 何 被 切除 的 呢 ? 其 BER 过 程 由 DNA 
糖 基 化 酶 oxoG 修复 酶 (oxoG repair enzyme) 起 始 ， 
该 酶 能 够 切断 oxoG 与 脱氧 核糖 之 间 的 糖苷 键 。 在 
人 类 中 ，oxoG 修复 酶 为 hOGG1， 能 够 识别 并 区 分 
oxoG-C 碱 基 对 与 GC 碱 基 对 ， 使 oxoG 外 突 ， 然 后 
将 其 切除 。 关 键 的 问题 是 ，hOGG1 如 何 从 众多 的 正 
常 G-C 碱 基 对 中 区 分 出 稀少 的 oxoG-C 碱 基 对 ? 

实际 上 ，oxoG-C 碱 基 对 与 G-C 碱 基 对 均 可 作为 
hOGG1 的 底 物 ， 使 G 和 oxoG 均 从 DNA 双 螺 旋 中 
外 突出 来 , 但 G 和 oxoG 进入 酶 的 不 同 只 有 
oxoG 能 够 进入 糖 基 化 酶 的 活性 位 点 ， 然 后 被 切除 。 
但 这 个 结论 又 很 难 定论 ， 因 为 必须 捕获 到 正常 的 G 
发 生 外 突 的 情况 ， 而 且 这 种 外 突 一 般 都 是 十 分 短暂 
的 。Verdine 及 同事 使 用 与 捕获 MutY-oxoG-A 复合 
体 相 同 的 二 硫 键 交 联 策略 ， 捕 获 外 突 的 G。 

图 20. 35 显示 了 包含 有 oxoG-C 碱 基 对 及 正常 
GC 碱 基 对 复合 体 的 品 体 结构 ， 在 这 2 个 复合 体 中 ， 
远离 的 C 〈 失 去 外 突 的 配对 者 ) 与 蛋白 质 的 同一 位 
点 发 生 紧 密 结合 。 很 显然 ， 糖 基 化 酶 能 够 识别 C， 
引起 酶 的 暂停 ， 使 与 C 配对 的 碱 基 外 突 以 判断 该 碱 
基 是 否 正常 。oxoG 与 G 都 会 从 DNA SRR MEH A H 
出 来 ， 但 oxoG 的 结合 位 点 〈 可 能 是 损伤 识别 位 点 ) 
与 G 的 结合 位 点 截然 不 同 。Verdine 及 同事 认为 ， 
在 oxoG 外 突进 入 损伤 识别 位 点 的 过 程 中 ，G 复合 
体 是 系列 结构 转换 的 最 后 中 间 体 ， 由 于 化 学 构象 存 
在 细微 差别 ， 所 以 G 不 会 经 历 转换 的 最 后 步骤 而 进 
人 损伤 识别 位 点 ， 也 就 不 会 被 切除 ， 但 oxoG 会 经 
历 转换 的 最 后 步骤 而 进入 损伤 识别 位 点 ， 从 而 被 
切除 。 


小 结 “ 碱 基 切 除 修复 (BER) 主要 作用 于 损 
伤 轻微 的 碱 基 。 由 DNA 糖 基 化 酶 起 始 碱 基 切 除 修 
复 过 程 ， 该 酶 使 碱 基 对 中 的 损伤 碱 基 外 突 ， 然 后 
切除 损伤 碱 基 , FE RFC AR SME OE LE 
DNA 修复 酶 的 作用 下 ， 切 除 磷酸 戊 精 ， 由 正常 的 
核 背 酸 取 代 。 在 细菌 中 ， 由 DNA 聚合 酶 [填补 缺 
RAB: 在 真 核 生物 中 ， 由 DNA REM B E 
成 填补 任务 。 然 而 DNA 聚合 酶 B 易 出 现 错误 ， 且 
自身 又 无 校正 活性 ， 因 此 由 APE] 执行 校正 功能 ; 
对 DNA 分子 内 8- 氧 代 鸟 味 叭 位 点 的 修复 是 BER 
的 一 个 特殊 事例 ， 通 过 两 个 途径 进行 修复 。 由 于 
oxoG 会 与 A 错 配 ， 所 以 ， 在 DNA 复制 结束 后 由 
ARES DNA 糖 基 化 酶 将 A 人 切除， 然而 ， 如 果 没 有 
进行 复制 ，oxoG 仍然 与 C 配 对 ， 则 由 另 一 种 DNA 
糖 基 化 酶 oxoG 修复 酶 将 oxoG 切除 。 
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(a) 


oxoG 复 合体 


图 20.35 在 包含 有 (a) oxoG-C 碱 基 对 和 (b) G-C 碱 基 对 的 复合 体 中 ，hOGG1 的 晶体 结构 。 蛋 白质 用 蓝 
色 表 示 ，DNA 骨架 用 橙黄 色 表 示 ， 远 离 的 C 用 紫红 色 表 示 ，oxoG 和 G 用 红色 表示 。(Source: Carb) Nature, 
434, Anirban Banerjee, Wei Yang, Martin Karplus and Gregory L. Verdine, “Structure of a repair enzyme 
interrogating undamaged DNA elucidates recognition of damaged DNA,” fig. 2, p.614, copyright 2002, re- 


printed by permission from Macmillan Publishers Ltd. ) 


HERRES WIAA RAKEN, 
当 碱 基 受 到 较 大 程度 的 损伤 时 ， 会 被 修复 系统 直接 
切除 ， 且 无 须 DNA 糖 基 化 酶 的 协助 。 在 核 苷 酸 切 
除 修复 (nucleotide excision repair, NER) 途径 中 
(图 20. 36)， 切 除 酶 系统 识别 发 生 严重 损伤 的 DNA 
链 ， 然 后 从 损伤 区 域 的 两 侧 将 DNA 链 断 裂 ， 切 除 
包含 损伤 区 域 在 内 的 一 段 赛 核 苷 酸 链 。E. coli 细胞 
核 苷 酸 切 除 修复 途径 中 的 关键 酶 是 uvrABC 内 切 核 
酸 酶 ， 该 酶 由 3 个 多 肽 组 成 ， 分 别 由 uvrA, uvrB 
和 wor C 基因 所 编码 。uvrABC 内 切 核 酸 酶 依据 受到 
损伤 的 是 一 个 碱 基 〈 烷 基 化 修饰 ) 还 是 两 个 碱 基 
(胸腺 喀 啶 二 聚 体 )， 将 受 损 伤 的 DNA 链 切割 成 长 
度 为 12 一 13nt ASE BER BL. MERRE 
复 反应 的 酶 是 切除 核酸 酶 或 切割 酶 〈excinuclease) 。 
我 们 即将 了 解 到 ， 在 真 核 细胞 中 核酸 酶 切除 的 寡 核 
苷 酸 片段 的 长 度 为 24 一 32nt， 而 不 是 12 聚 体 或 13 
聚 体 ， 但 不 管 怎样 ， 都 是 由 DNA RARER, 
由 DNA 连接 酶 将 切口 黏合 。 

有 关 人 类 DNA 修复 机 制 的 信息 主要 来 自 对 先 
天 性 DNA 修复 缺陷 疾病 的 研究 。 这 种 DNA 修复 失 
调 导 致 人 类 疾病 的 发 生 ， 包 括 Cockayne 氏 综 合 征 和 
着 色 性 干 皮 病 (xeroderma pigmentosum，XP)， 当 
暴露 在 阳光 下 后 ， 与 正常 人 相 比 ， 大 多 数 XP 患者 
得 皮肤 癌 的 概率 高 数 千 倍 。 事实 上 ， 皮 肤 癌 患者 的 
皮肤 只 是 在 表面 着 生 一 些 光斑， 然而 ， 如 果 XPE 
者 免 受 阳 光 曝晒 ， 他 们 患 皮肤 瘤 的 概率 与 正常 人 是 
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相同 的 ， 即 使 将 XP AB A MRO GF RAE 
阳光 照射 的 皮肤 几乎 不 会 发 生 癌变 ， 这 些 发 现 充分 
表明 阳光 是 一 种 潜在 的 诱 变 剂 。 

为 什么 XP 患者 对 阳光 如 此 敏感 ? 这 是 因为 XP 
患者 表皮 细胞 的 NER 系统 发 生 缺 陷 ， 不 能 有 效 地 修 
复 DNA 螺旋 发 生 扭曲 的 损伤 ， 包 括 哮 啶 二 聚 体 损 
伤 。 因此， 得 不 到 修复 的 损伤 被 保留 下 来 并 最 终 导 
致 突变 的 发 生 ， 进 而 引发 癌症 。 由 于 NER 对 化 学 诱 
导 的 DNA 螺 施 扭曲 损伤 也 有 修复 作用 ， 所 以 预测 
XP 患者 更 易 受 化 学 诱 变 剂 的 影响 而 忠 癌 症 ,事实 也 
确实 如 此 。 然 而 ，XP 患者 患 这 些 癌症 的 概率 只 是 略 
高 于 正常 人 ， 这 说 明 人 类 细胞 内 的 大 部 分 DNA 损 
伤 并 不 是 螺旋 扭曲 ， 通 过 BER 途径 即 可 修复 这 些 轻 
微 的 损伤 。 但 是 没有 修复 UV 损伤 的 替代 途径 ， 因 
为 人 类 没有 光复 活 修复 系统 。 

真 核 生物 的 核 苷 酸 切 除 修复 可 通过 两 种 途径 完 
成 对 损伤 的 修复 ， 包 括 可 以 修复 基因 组 内 的 所 有 损 
伤 的 全 基因 组 核 背 酸 切 除 修复 〈 全 基因 组 NER 或 
GG-NER) 和 只 修复 局 限于 转录 链 上 的 基因 组 活性 
区 损伤 的 转录 偶 联 核 苷 酸 切 除 修复 〈transcription- 
coupled NER 或 TC-NER) 。 这 两 种 形式 的 NER R 
有 许多 共同 点 ， 但 它们 识别 损伤 的 方式 不 同 ， 下 面 
我 们 将 学 习 发 生 在 人 类 细胞 内 的 这 两 种 修复 过 程 。 

全 基因 组 NER 在 XP 患者 的 细胞 内 ， 修 复 系 
统 的 哪 一 个 步 马 发 生 了 缺陷 ? 关于 这 个 问题 的 答案 
至 少 有 8 个。 深入 开展 这 个 问题 研究 的 途径 是 ,将 
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图 20.36 E. coli 的 核 背 酸 切除 修复 。 (a) UvrABC 切除 核酸 酶 在 严重 受 损 碱 基 (红色 ) 的 两 侧 对 DNA 链 
进行 切割 ， 切 除 Cb) 中 一 段 长 度 为 12nt 的 寒 聚 核 苷 酸 片段 。 如 果 是 喀 啶 二 聚 体 损伤 ， 那 么 切除 的 寡 聚 核 
童 酸 片段 将 为 13 聚 体 而 不 是 12 Rik. (co) DNA RARE I 以 上 方 链 为 模板 填补 缺失 的 核 苷 酸 ， 如 同 碱 基 切 


除 修复 ， 最 后 由 DNA 连接 酶 完成 对 切口 的 粘 合 。 


来 自 不 同 患者 的 细胞 进行 融合 ， 然 后 观察 这 些 融 合 
细胞 是 否 还 仍然 具有 缺陷 症状 。 通 常情 况 下 ， 融 合 
细胞 是 不 会 表现 缺陷 症状 的 ， 除 非 来 自 2 个 患者 的 
基因 彼此 互补 ， 这 种 可 能 性 意味 着 不 同 的 患者 发 生 
缺陷 的 基因 是 不 相同 的 。 到 目前 为 止 , 通过 细胞 融 
合 方式 ， 鉴 定 了 影响 切除 修复 的 7 个 互补 群 ， 此 外 ， 
一 些 患者 表现 出 变异 的 XP 〈XP-V) ， 其 切除 修复 系 
统 正 常 ， 且 患者 细胞 对 UV 的 敏感 性 略 高 于 正常 人 
细胞 。 在 本 章 的 后 面 内 容 中 ， 我 们 将 进一步 探讨 与 
XPV 有 关 的 基因 . 综 上 所 述 ， 已 有 的 研究 表明 ， 至 
少 有 8 个 基因 与 修复 缺陷 有 关 ， 其 中 的 7 XPA 
XPG 基因 与 切除 修复 有 关 , 常常 是 切除 修复 的 第 一 
步 又 出 现 缺 陷 ， 即 不 能 切断 受 损 的 DNA 链 。 

人 类 全 基因 组 NER 的 第 一 步 (图 20. 37) 是 识 
别 因 DNA 损伤 而 引起 的 双 螺 旋 扭 曲 。 此 步 又 需要 
XP 蛋白 质 〈XPC) 的 参与 ，XPC 与 hHR23B 蛋白 
共同 识别 损伤 的 DNA， 与 DNA 结合 后 ， 使 损伤 周 
围 的 一 小 段 DNA 区 域 发生 熔 解 。1977 年 开展 的 体 
外 研究 支持 了 解 旋 DNA 的 功能 ， 研 究 中 使 用 的 模 
板 其 损伤 邻近 或 包围 于 小 的 “ 泡 状 ” 解 旋 DNA 区 
域 。 这 些 模板 的 修复 不 需要 XPC， 表 明 DNA 的 熔 
解 也 就 意味 着 XPC 蛋白 功能 的 结束 。1998 年 ，Jan 
Hoeijmakers 及 同事 用 DNA 酶 足迹 法 证 实 ，XPC 能 
够 直接 与 DNA 上 的 扭曲 位 点 结合 并 引起 DNA 构象 
的 改变 〈 可 能 是 链 的 分 离 ) 。 

XPA 具有 对 损伤 DNA 的 亲 和 性 ， 因 此 也 参与 
切除 修复 过 程 中 早期 阶段 的 损伤 识别 。 既 然 XPC 和 


XPA 都 能 够 与 损伤 DNA 结合 ， 那 么 有 什么 证 据 证 
明 XPC 是 切除 修复 过 程 中 的 第 一 个 作用 因子 ? Hoe- 
ijmakers 及 同事 用 大 小 不 同 的 模板 进行 竞争 性 实验 ， 
实验 结果 支持 了 这 种 假设 。 研 究 者 将 XPC 与 一 种 损 
伤 模板 混合 ， 同 时 将 除 XPC 之 外 的 其 他 因子 与 另 一 
种 损伤 模板 混合 ， 然 后 将 这 两 种 混合 体系 混合 在 一 
起 ， 结 果 发 现 ， 最 初 与 XPC 混合 在 一 起 的 损伤 模板 
优先 获得 修复 ， 表 明 XPC 最 先 与 损伤 DNA 结合 。 
那么 ，XPA 有 何 作用 ? 它 可 以 与 NER 体系 中 的 其 
他 许多 因子 结合 ， 所 以 XPA 的 功能 可 能 是 验证 变性 
DNA 分 子 (XPC 或 其 他 方式 使 DNA 变性 ) 上 的 损 
伤 ， 然 后 帮助 NER 体系 中 的 其 他 因子 在 损伤 位 点 上 
FR. 

首先 ， 令 人 惊讶 的 是 ， 两 个 XP 基因 XPB 和 
XPD 分 别 编码 通用 转录 因子 TFIIH 的 两 个 亚 基 ， 
意味 着 此 通用 转录 因子 参与 了 NER 过 程 。 然 而 ， 现 
在 了 解 到 ， 这 两 个 多 肽 具有 TFIIH 固有 的 DNA 解 
旋 酶 活性 〈 参 见 第 11 章 )， 所 以 ，TFIIH 的 功能 之 
一 就 是 扩大 DNA 损伤 位 点 周围 的 熔 解 区 域 ， 但 是 ， 
体外 实验 发 现 ， 即 使 损伤 DNA 易 发 生 较 大 区 域 的 
熔 解 ，NER 系统 仍然 需要 TFIIH 的 参与 ， 表 明 该 
蛋白 质 除 具 有 DNA 解 旋 酶 作用 外 ， 还 发 挥 其 他 的 
作用 。 事实 上 ，TFIIH 能 够 与 许多 其 他 的 NER A 
子 发 生 相互 作 用 ， 说 明 TFIIH 是 NER 复合 体 的 组 

被 TFUH 熔 解 的 DNA 可 吸引 核酸 酶 的 结合 ， 
在 受 损 链 的 损伤 位 点 的 两 侧 将 DNA 链 切 断 ， 切 除 包 
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20.37 ARS RABAT HU PREM. (a) 在 损伤 识别 阶段 ，XPC-hHR23B 复合 体 识别 损伤 部 位 
(以 啼 啶 二 聚 体 为 例 ) 并 结合 到 该 部 位 ， 导 致 DNA 局 部 熔 解 ，XPA 发 挥 辅助 作用 。RPA 与 受 损 部 位 对 面 
的 完好 DNA 链 结合 。(b) TFIIH 的 DNA 解 旋 酶 活性 扩大 了 DNA 的 熔 解 区 域 。(c) RPA 协助 2 个 内 切 
核酸 酶 (ERCC1-XPF 复合 体 和 XPO) 定位 到 损伤 DNA 的 两 侧 ， 将 DNA 链 切断 。(d) 切除 长 度 为 24 一 
32nt、 包 括 损伤 位 点 在 内 的 DNA 片段 ，DNA 聚合 酶 填补 缺口 ， 最 后 由 DNA 连接 酶 将 切口 粘 合 。 


含 损伤 位 点 在 内 的 、 长 度 为 24 一 32nt WERE 
段 。 切 除 核酸 酶 XPG 在 损伤 位 点 的 3' 端 一 侧 产 生 切 
口 ，ERCC1 与 XPF 组 成 的 复合 体 在 损伤 位 点 的 5 
端 一 侧 产 生 切 口 ， 这 两 种 核酸 酶 能 够 特异 地 切割 双 
链 DNA 与 单 链 DNA 的 连接 点 ， 且 单 链 DNA 是 由 
TFIIH 在 受 损 位 点 处 产生 的 。RPA 看 白质 能 够 帮助 
切除 核酸 酶 准确 定位 ， 并 进行 正确 切割 。 作 为 一 种 
单 链 DNA 结合 蛋白 ，RPA 优先 与 受 损 部 位 对 面 完 
好 的 DNA 链 结合 ，RPA 面向 完好 DNA 链 3 端的 一 
侧 与 ERCC1-XPF 结合 ，RPA 的 另 一 侧 与 XPG 结 
合 ， 从 而 将 这 两 个 切除 核酸 酶 定位 在 损伤 位 点 两 侧 
的 正确 位 置 上 。 

一 旦 损伤 的 DNA 被 切除 ，DNA RAN e ò 
就 会 填补 空 阶 ， 由 DNA 连接 酶 将 切口 粘 合 。 有 关 
XPE 的 功能 目前 还 不 清楚 ， 尽 管 该 蛋白 质 在 体内 具 
有 重要 功能 。 当 XPE 发 生 缺 陷 时 ， 就 会 表现 出 XP 
症状 ， 但 在 体外 实验 中 ， 其 功能 不 是 必需 的 ， 所 以 
很 难 确定 XPE 的 具体 功能 。 

转录 偶 联 NER 除 XPC 外 ， 转 录 偶 联 NER 中 
的 其 他 因子 与 全 基因 组 NER 中 的 完全 相同 。 在 GG- 
NER 体系 中 ，XPC 的 功能 是 起 始 损伤 DNA 的 识别 
及 局 部 DNA 的 熔 解 ， 那 么 在 TC-NER 体系 中 , 哪 
一 个 因子 具有 这 样 的 功能 ? 当 遇 到 因 DNA 损伤 而 
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引起 的 双 螺 旋 扭 曲 时 ，RNA 聚合 酶 就 会 停止 转录 ， 
在 损伤 位 点 ，RNA RA BARE DNA 解 旋 形成 熔 解 
W. XPA 识别 变性 DNA 中 的 损伤 位 点 ， 并 募集 其 
他 因子 。 从 此 阶段 开始 ， 这 些 因子 发 挥 在 GG-NER 
中 相同 的 功能 ， 扩 大 DNA 的 熔 解 区 域 ， 在 两 个 位 
点 除 切割 DNA， 切 除 包含 损伤 位 点 在 内 的 DNA 
WE. 

RNA FR 5 6 FE PH CSE FAK) DNA 损伤 检测 器 ， 
它 能 够 在 转录 的 同时 持续 扫描 基因 组 ,但 过 到 损伤 
位 点 时 ，RNA 聚合 酶 的 转录 过 程 就 会 终止 ， 使 
RNA 聚合 酶 对 该 损伤 位 点 进行 处 理 。 当 损伤 位 于 非 
转录 的 DNA 区 域内 (或 即使 在 转录 区 的 非 转录 链 
上 ) 时 ， 该 损伤 不 会 通过 这 种 途径 被 发 现 。 由 于 这 
些 损伤 不 会 影响 基因 的 表达 ， 所 以 稍 后 才能 获得 修 
复 . 事实 上 ， 非 编码 损伤 如 里 啶 二 聚 体 、3mA 等 可 
以 像 阻 断 DNA 复制 那样 阻 断 转录 ， 这 对 细胞 而 言 
是 十 分 有 益 的 ， 损 伤 导 致 正在 转录 的 RNA RAM 
发 生 停止 ， 从 而 募集 损伤 修复 机 构 ， 实 现 损伤 修复 。 

WG BARREN (NER) 主要 作用 于 
会 导致 DNA 双 螺 旋 发 生 扭曲 的 严重 损伤 。E. coli 
细胞 进行 核 背 酸 切 除 修复 时 ， 内 切 核酸 酶 在 损 衍 
位 点 两 人 出、 相距 32 一 13nt 处 将 DNA 链 切 断 ， 从 
而 切除 长 度 为 12 一 13nt AYRE BR. 由 DNA 


聚合 酶 1 填补 空 脸 、 由 DNA 连接 酶 将 切口 粘 合 。 
真 核 生物 的 核 苷 酸 切 除 修复 通过 两 个 途径 完成 对 
损伤 的 修复 ， 在 GG-NER 途径 中 ,XPC 与 
hHR23 组 成 的 复合 体 与 基因 组 中 的 损伤 位 点 结 
A. 导致 DNA 的 局 部 熔 解 从 而 起 始 修复 过 程 。 
该 蛋白 质 显然 能 够 募集 XPA 和 RPA， 随 后 TFI- 
TH 加 入 到 复合 体 中 ， 它 的 2 个 亚 基 CXPB 和 
XPD) 利用 自身 的 DNA 解 旋 酶 活性 延伸 DNA 的 
熔 解 区 域 。RPA 与 2 个 切除 核酸 酶 (XPF 和 
XPG) 结合 ， 将 这 2 个 切除 核酸 酶 定位 在 损伤 位 
点 两 侧 的 正确 位 置 上 ， 然 后 释放 出 包含 损伤 位 点 
在 内 的 、 长 度 为 24~32nt HIKER BE. TC 
NER 与 GG-NER 的 机 制 十 分 相似 ， 只 是 由 RNA 
KAMRE XPC 的 功能 ， 检 测 损伤 位 点 并 起 始 
DNA 的 熔 解 ， 在 TC-NER 与 GG-NER 途径 中 ， 
一 旦 损伤 的 DNA 被 切除 ，DNA RAN e a ò it 
会 填补 空 险 ， 由 DNA 连接 酶 将 切口 粘 合 。 


真 核 生 物 的 双 链 断裂 修复 


双 链 断裂 可 能 是 真 核 生物 最 严重 的 DNA 损伤 
形式 ， 如 果 得 不 到 及 时 修复 ， 可 能 会 引起 染色 体 的 
断 错 ， 导 致 细胞 的 死亡 或 消 椎 动物 的 癌症 。 真 核 生 
物 可 通过 两 种 方式 修复 DNA MINBERA (double 
strand break, DSB) 损伤 ， 第 一 种 修复 方式 是 同 源 
重组 ， 以 未 断 发 的 姊妹 染色 单 体 作为 重组 片段 的 供 
体 ， 其 机 制 与 原核 生物 的 重组 修复 相似 ， 只 是 DNA 
的 两 条 链 均 参与 了 重组 ;第 二 修复 方式 是 非 同 源 未 
端 连接 (nonhomologous end-joining，NHEJ)， 在 细 
HIRR SHIRI Go 期 ， 同 源 重组 是 DNA 损伤 修复 
的 主要 机 制 ， 因 为 只 有 1 个 DNA 拷贝 发 生 断 虱 ， 另 
一 个 拷贝 可 用 于 准确 地 校正 断裂 区 。 分 裂 频 繁 的 栈 
母 细胞 主要 依靠 同 源 重 组 修复 双 链 断 裂 损伤 。 此 外 ， 
处 于 Gy 期 的 哺乳 细胞 主要 采用 非 同 源 末 端 连接 方 
式 修复 双 链 断裂 损伤 ， 本 节 主要 讲述 非 同 源 末端 连 
接 的 修复 机 制 。 

1994 年 ，J. Phillips 和 W. Morgan 将 限制 性 内 
切 核酸 酶 导 人 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 而 研究 非 同 源 未 端 
连接 的 机 制 。 此 限制 性 内 切 核酸 酶 能 够 对 染色 体 的 
DNA 双 链 进行 切割 ,在 腺 呆 叭 磷酸 核糖 转移 酶 
(adenine phosphoribosyltransferase, APRT) 基因 内 
APEC TAN BRR AL BBE e i 
内 只 有 1 个 拷贝 。 研 究 者 筛选 APRT 基因 发 生 突变 
的 存活 细胞 ， 并 对 突变 的 APRT 基因 进行 测序 ， 以 
探 明 在 连接 过 程 中 所 发 生 的 事件 。 研 究 者 发 现 ， 在 
酶 切 位 点 附近 会 插 人 或 缺失 很 短 的 DNA 片段 ， 而 
且 这 些 插 人 或 缺失 明显 受 存在 于 DNA 末端 、 长 度 
为 1 一 6bp 的 微 同 源 区 所 控制 ， 图 20. 38 描述 了 非 同 
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在 进行 非 同 源 末 端 连 接 过 程 中 ， 首 先是 DNA 
未 端 与 异 源 二 聚 体 蛋白 Ku 结合 ， 其 两 个 亚 基 分 别 
为 Ku70 (M,=69kDa) 和 Ku80 (M, =83kDa). Ku 
蛋白 的 一 个 重要 功能 就 是 保护 DNA 的 未 端 ， 防 止 
在 末端 连接 完成 之 前 被 降解 。Ku 蛋白 具有 DNA 依 
赖 的 ATP 酶 活性 ， 是 DNA 蛋白 激酶 (DNA protein 
kinase, DNA-PK) 的 调节 亚 基 ， 而 DNA-PKcs 是 
DNA-PK 的 催化 亚 基 。X 射线 晶体 学 研究 表明 ， 像 
手指 上 套 一 圆 环 那样 ，Ku 结合 在 DNA 末端 ， 其 2 
个 亚 基 组 成 圆 环 结构 ， 内 部 充满 碱 性 氨基 酸 残 基 ， 
从 而 使 Ku 与 酸性 DNA 紧密 结合 。 

一 旦 Ku 完成 与 DNA 末端 的 结合 ， 便 能 够 招募 
DNA-PKcs 及 其 他 蛋白 质 组 装 成 完整 的 DNA-PK 复 
合体 。 每 个 DNA 末端 都 有 该 蛋白 质 复合 体 的 结合 
位 点 ， 且 结合 位 点 不 仅仅 局 限 在 DNA 末端 ， 而 且 
延伸 到 邻近 末端 的 双 链 DNA 区 域 。 通 过 与 其 他 
DNA 片段 的 结合 , DNA-PK 复合 体能 够 促进 联 会 或 
使 微 同 源 区 排列 在 一 起 。 

2 个 DNA-PK 复合 体能 够 彼此 进行 磷酸 化 修饰 ， 
这 种 磷酸 化 作用 可 产生 两 种 效应 。 首 先 ，DNA-PKcs 
磷酸 化 后 能 够 促进 其 催化 亚 基 的 解 离 ; 其 次 ，Ku 的 
磷酸 化 可 以 激活 其 自身 的 DNA 解 旋 酶 活性 ， 使 DNA 
未 端 发 生 解 旋 。 通 过 末端 解 旋 而 促使 微 同 源 区 进行 碱 
基 互 补 配对 ， 未 参与 配对 链 的 末端 部 分 被 甩 出 ; 最 
后 ， 核 酸 酶 将 甩 出 的 片段 降解 ，DNA 聚合 酶 填补 空 
Bi, DNA 连接 酶 将 两 条 未 配对 链 连 接 在 一 起 。 

当 DNA 的 侧 必 序列 被 切除 后 ，DNA 分 子 可 能 
会 丢失 或 增加 几 个 核 苷 酸 ， 失 或 添加 核 苷 酸 的 
数目 是 不 确定 的 。 在 第 23 章 讨论 抗体 基因 的 同 源 重 
组 时 ， 我 们 还 会 再 次 学 习 非 同 源 末 端 连接 的 内 容 。 
抗体 基因 在 同 源 重组 时 ， 会 有 意 在 DNA 分 子 内 引 
人 双 链 断裂 ， 通 过 选择 游离 的 DNA 末端 而 实现 
DNA 片段 的 重 排 ， 该 过 程 需要 Ku 的 参与 。 

小 结 通过 同 源 重组 或 非 同 源 末 端 连接 可 修 
复 双 链 DNA 断裂 损伤 。 非 同 源 末 端 连 接 修复 过 
程 需要 Ku 和 DNA-PKes 的 参与 ， 均 与 DNA K 
端 结合 ， 组 装 成 有 活性 的 DNA-PK 复合 体 ， 使 
DNA 末端 的 微 同 源 区 彼此 排列 在 一 起 ， 然 后 2 
A DNA-PK 复合 体 彼此 进行 磷酸 化 修饰 ， 这 种 砚 
酸化 作用 可 以 激活 DNA-PKcs 催化 亚 基 的 解 离 并 
激活 Ku 的 DNA 解 旋 酶 活性 ， 使 DNA 未 端 发 生 
解 旋 。 未 端 解 旋 后 ， 微 同 源 区 进行 碱 基 互 补 配 
对 。 最 后 额外 的 侧翼 DNA 片段 被 切除 ， 空 舍 填 
补 后 ，DNA 的 未 端 被 永久 连接 在 一 起 。 

染色 质 重建 在 双 链 断裂 修复 中 的 作用 ”在 第 13 
章 我 们 曾 学 习 到 ， 核 小 体能 够 阻 断 基因 的 控制 区 与 
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图 20.38 非 同 源 末 端 连接 模型 。(a) 游 
离 的 DNA 末端 与 Ku GEE) 结合 ， 起 保 


转 磷 酸化 作用 ， 解 旋 


护 功能 ， 防 止 DNA RRE; (b) Ku BF 
Æ DNA-PKcs (红色 ) 的 结合 ， 组 成 完整 


的 DNA-PK 复合 体 ，(c) DNA-PK 复合 
体 促进 联 会 ， 或 将 邻近 DNA 末端 的 微 同 
源 区 域 排列 在 一 起 : (d) 两 个 DNA-PK 


复合 体 彼此 催化 复合 体 中 的 调节 亚 基 
(Ku) 和 催化 亚 基 发 生 磷 酸化 修饰 ， 然 后 ， 
磷酸 化 的 催化 亚 基 与 复合 体 解 离 ; Ce) Ku 
的 磷酸 化 修饰 激活 其 自身 的 DNA 解 旋 酶 
活性 , 使 DNA 的 两 端 发 生 解 旋 ， (D 两 
端的 微 同 源 区 在 联合 阶段 彼此 配对 ; 
(g) MRH DNA 片段 被 清除 ， 填 补缺 口 。 


(e) 


oo 


最 后 ，DNA 连接 酶 将 DNA 链 的 末端 连接 
起 来 。( Source: Adapted from Chu, G., 
Double strand break repair. Journal of 
Biological Chemistry 272 [ 1997 J 
p- 24099, f.4,) 
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转录 因子 之 间 的 联系 ， 只 有 通过 染色 质 重 建 才能 激 
活 真 核 生物 的 基因 。 出 于 同样 的 原因 ， 可 以 推测 核 
小 体 也 能 够 阻 断 损伤 DNA 与 修复 因子 之 间 的 联系 。 
因此 ， 损 伤 DNA 的 修复 也 必须 要 进行 染色 质 重建 。 
2004 年 ，Susan Gasser 及 同事 、Xuetong Shen 及 同 
事 这 两 个 研究 小 组 通过 研究 表明 ， 在 酵母 的 双 链 染 
色 体 断 裂 修复 过 程 中 ， 主 要 是 通过 同 源 重组 进行 修 
复 的 ， 而 在 修复 过 程 中 确实 依赖 于 染色 质 重建 复合 
体 INO80 的 参与 。 

INO80 是 染色 质 重建 蛋白 质 SWI/SNF 家 族 
(参见 第 13 章 ) 中 的 成 员 ， 由 12 个 亚 基 组 成 ， 包 括 
ino80 基因 的 产物 Ino80， 此 肽 链 具 有 染色 质 重 建 蛋 
白质 特有 的 ATP 酶 / 转 座 酶 结构 域 。ino80 基因 突变 
能 够 同时 阻 断 基因 的 转录 和 DSB 修复 ， 可 能 的 原因 
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是 染色 质 重建 发 生 缺 陷 。 

ER 2 个 研究 小 组 在 酵母 染色 体 的 MAT 基因 
座 的 特定 位 点 处 断裂 DNA 双 链 ， 然 后 用 染色 质 免 
疫 共 沉 淀 〈Chromatin immunoprecipitation, ChIP, 
参见 第 13 章 ) 方法 计量 结合 在 断裂 处 的 蛋白 质 ， 在 
30~60min 内 INO80 与 断裂 处 结合 ， 表 明 INO80 参 
与 了 DSB 修复 过 程 。 下 一 个 值得 关注 的 问题 是 ， 哪 
些 蛋白 质 参与 了 对 INO80 的 募集 ? 线索 之 一 是 酵母 
蛋白 激酶 Mecl 和 Tell 能 够 对 邻近 DSB 处 核 小 体 组 
蛋白 H2A 的 第 129 位 丝氨酸 残 基 进行 磷酸 化 修饰 ， 
用 再 氨 酸 残 基 取代 第 129 位 丝氨酸 残 基 后 ， 酵 母 细 
胞 对 能 够 造成 DNA 损伤 的 射线 及 化 学 试剂 十 分 敏 
感 。 因 为 ， 与 丝氨酸 不 同 ， 丙 氨 酸 不 能 被 磷酸 化 修 
饰 。 这 一 发 现 表明 ， 组 蛋白 H2A 第 129 位 丝氨酸 残 


基 的 磷酸 化 修饰 能 够 促进 DSB 修复 。 

WA, 编码 Mecl 和 Tell 的 基因 突变 或 发 生 
129 位 丝氨酸 残 基 被 丙 氨 酸 残 基 取 代 的 突变 都 能 够 
阻止 INO80 在 DSB 位 点 的 募集 。 这 些 发 现 说 明 磷酸 
化 的 H2A 与 INO80 之 间 存 在 着 直接 的 相互 作用 。 
Shen 及 同事 研究 发 现 ，INO80 确实 能 够 与 磷酸 化 的 
H2A 和 其 他 组 蛋白 共 纯化 ， 而 与 非 磷酸 化 的 H2A 
之 间 则 无 共 纯化 现象 。 

在 DSB 修复 过 程 中 ，INO80 发 挥 荐 怎样 的 作用 
YE? Gasser 及 同事 研究 发 现 编码 INO80 亚 基 的 基因 
发 生 突变 的 酵母 菌株 或 组 蛋白 H2A 第 129 位 丝氨酸 
发 生 改 变 的 突变 酵母 菌株 在 断裂 染色 体 的 末端 都 不 
会 形成 外 突 的 单 链 3 端 。 所 以 ，INO80 的 功能 之 一 
就 是 在 断裂 处 形成 外 突 的 单 链 3' 端 ， 通 过 使 核 小 体 
滑 离 断裂 末端 而 利于 外 突 的 单 链 3' 端 的 形成 。 

INO80 的 两 个 亚 基 Rvbl 和 Rvb2 具有 ATP W 
Witt, WEE. coli 中 参与 重组 和 DSB 修复 的 RuvB 
蛋白 ，RuvB 是 由 两 个 环形 六 聚 体 组 成 的 同 源 多 聚 体 
蛋白 (参见 第 22 章 )， 利 用 自身 的 DNA 解 旋 酶 活性 
而 推动 “分 支 位 移 "， 一 个 连接 两 条 重组 DNA 双 链 
的 分 支 的 滑动 。 同 样 ，Rvbl/Rvb2 也 由 双 六 聚 体 构 
成 ， 具 有 DNA 解 旋 酶 活性 ， 但 还 不 清楚 否 具有 推 
动 分 支 滑动 的 功能 。 由 于 DNA 解 旋 酶 在 对 DNA 解 
旋 时 ， 能 够 沿 着 DNA 分 子 滑动 ， 因 此 ， 我 们 也 可 
以 想象 ，INO80 利用 自身 DNA 解 旋 酶 活性 ， 在 沿 
DNA 分 子 移动 时 能 够 拖 动 核 小 体 ， 使 其 远离 DSB, 

染色 质 重建 蛋白 SWRI 也 能 被 募集 到 DSB 处 ， 
同 INO80 一 样 ，SWR1 也 包含 有 Rvbl 和 Rvb2， 而 
且 还 有 一 个 令 人 感 兴趣 的 活性 : 能 够 用 H2A 的 变异 
体 Htzl 取代 H2A。 所 以 ，SWR1 的 作用 可 能 是 用 
不 能 被 磷酸 化 修饰 的 Htzl 取代 磷酸 化 的 H2A。 如 
此 可 见 ， 一 旦 DSB 修复 开始 并 处 于 修复 过 程 中 时 ， 
SWRI 就 能 够 将 核 小 体 的 磷酸 化 组 蛋白 回复 到 断裂 
时 的 状态 。Jerry Workman 及 同事 通过 研究 支持 了 
这 一 假说 ， 研 究 发 现在 体外 ， 果 蝇 的 SWRI 同 源 蛋 
白 Domino/p400 能 够 用 非 磷酸 化 的 H2A 取代 磷酸 
化 的 H2A。 

小 结 “蛋白 激酶 Mecl 和 Tell 被 募集 到 DSB 

位 点 后 , 使 核 小 体 组 蛋白 H2A 的 第 129 位 丝 氨 
酚 残 基 发 生 磷酸 化 修饰 ， 而 这 种 磷酸 化 作用 能 够 
使 染色 质 重建 蛋白 INO80 被 招募 到 DSB 处 ,该 
蛋白 质 利用 自身 DNA 解 旋 酶 活性 推动 核 小 体 远 
离 DSB 的 末端 ， 导 致 在 断裂 处 形成 外 突 的 单 链 
DNA 3 端 ， 该 未 端 是 非 同 源 末端 连接 和 同 源 重组 
所 必需 的 。 另 一 种 染色 质 重建 蛋白 SWRI 与 
INO80 共享 多 种 组 分 ,并 也 被 募集 到 DSB 处 ， 可 
用 无 砍 酸 化 修饰 的 H2A 变异 体 Hul 取代 H2A。 


使 邻近 DSB 位 点 处 已 发 生 磷 酸化 的 H2A 恢复 正 
BRE. 


错 配 修复 


到 目前 为 止 ， 我 们 已 经 讨论 了 有 关 因 化 学 诱 变 
剂 造成 DNA 损伤 的 修复 机 制 ， 但 对 于 只 是 由 于 掺 
人 错误 碱 基 上 且 被 校正 系统 遗漏 的 错 配 又 将 如 何 获 得 
修复 ? 首先 ， 修 复 这 样 的 错误 十 分 棘手 ， 因 为 很 难 
WER- REPA RAR ORA RE, BH 
是 不 需要 修复 的 正确 的 亲本 链 。 在 E. coli 细胞 中 这 
个 问题 很 容易 解决 ， 因 为 亲本 链 具 有 区 别 于 子 链 的 
识别 标签 ， 这 些 标签 就 是 甲 基 化 的 腺 吸 叭 。 甲 基 化 
酶 可 以 识别 5 -GATC-3' 序列 ， 然 后 将 甲 基 转移 到 
腺 味 叭 上。 该 4 碱 基 序列 广泛 分 布 于 整个 基因 组 中 ， 
通常 每 陋 250bp 就 会 出 现 一 次 ， 邻 近 于 可 能 出 现 错 
配 的 位 点 。 

GATC 为 回 文 序列 结构 ， 其 互补 链 5' 一 3' 方向 
的 序列 也 是 GATC 。 当 母 链 甲 基 化 的 GATC 序列 被 复 
制 后 ， 新 合成 子 链 上 的 GATC 序列 也 将 发 生 甲 基 化 
修饰 ， 只 是 甲 基 化 作用 会 有 一 定时 间 的 延迟 ， 使 子 代 
DNA 呈 半 甲 基 化 状态 。 错 配 修复 系统 (图 20. 39) 便 
会 利用 这 种 时 间 延 迟 ， 以 亲本 链 上 的 甲 基 为 标记 ,将 
亲本 链 和 子 链 区 分 开 来 ， 只 对 未 甲 基 化 子 链 上 的 错 配 
进行 修复 。 该 修复 过 程 必须 在 错 配 发 生 后 不 久 进行 ， 
否则 子 链 也 完成 甲 基 化 修饰 ， 就 无 法 区 分 亲本 链 和 子 
链 了 。 对 真 核 生物 的 错 配 修复 系统 了 解 的 还 不 是 很 清 
楚 ， 编 码 错 配 识别 蛋白 质 和 切除 酶 “MutS 和 MutL) 
的 基因 都 是 十 分 保守 的 ， 所 以 ， 依 赖 这 些 酶 的 错 配 修 
复 机 制 在 真 核 与 原核 生物 中 是 相似 的 。 然 而 ， 在 真 核 
生物 内 并 没有 发 现 编码 链 识别 蛋白 MutH) 的 基因 ， 
可 能 真 核 生物 的 错 配 修复 系统 并 不 采用 甲 基 识 别 策 
路 。 现 在 还 不 清楚 在 错 配 发 生 处 ， 真 核 生物 细胞 如 何 
区 分 亲本 链 和 子 链 。 

小 结 ”E.coli 的 错 配 修复 系统 通过 识别 
GATC 序列 中 的 甲 基 化 腺 嘲 叭 而 将 亲本 链 与 子 链 
区 分 开 来 ， 对 亲本 链 的 互补 链子 链 ) 上 的 错 配 
进行 修复 。 真 核 生物 利用 错 配 修复 系统 的 部 分 功 
能 ， 但 其 区 分 亲本 链 和 子 链 的 策略 还 不 清楚 。 


人 类 细胞 错 配 修复 系统 的 失效 


人 类 细胞 错 配 修复 系统 失效 后 会 产生 严重 后 果 ， 
最 为 普遍 的 后 果 之 一 就 是 引发 遗传 性 癌症 。 例 如 ， 遗 
传 性 非 息 肉 结肠 癌 (hereditary nonpolyposis colon 
cancer，HNPCOC)， 又 称 Lynch 综合 征 ， 大 约 每 200 
个 美国 人 中 就 有 1 AE, dH aM 
15%, HNPOC 患者 的 特征 之 一 就 是 微 卫星 序列 不 稳 
定性 ， 也 就 是 说 ,长 度 为 1~4bp 的 串联 重复 序列 ， 即 
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(b) | 外 切 核酸 酶 I[、MutL、 
+ MutS、 解 旋 酶 、ATP 


图 20.39 ”E.coli 的 错 配 修复 。(a) mutH, 
mutL 和 mutS 基因 产物 与 ATP 一 起 识别 
错 配 碱 基 (HUD), Hele GATC 序列 缺少 
甲 基 基 团 而 识别 出 新 生子 代 DNA 链 ,在 
甲 基 化 GATC 序列 对 面 新 链 的 错误 核 苷 
酸 的 上 游 引 入 一 个 切口 ; (b) 外 切 核酸 
酶 1 与 Mutl.、MutS、DNA 解 旋 酶 以 及 
ATP 一 起 将 切口 下 游 包括 错 配 核 背 酸 在 


CH, cH, 内 的 一 段 DNA 切除 ; (co) DNAR A 
II 的 全 酶 在 单 链 结 合 蛋白 (SSB) 的 协 
PR Sms 助 下 ， 填 补 由 外 切 核酸 酶 产生 的 缺口 ， 


(C) | DNAR RRENEN, 
SSB. DNASE 


CH, 


DNA 微 卫 星 序 列 在 患者 的 一 生 中 会 改变 其 大 小 〈 重 
复 的 数目 )， 这 是 很 不 正常 的 现象 。 就 某 一 给 定 的 微 
卫星 序列 而 言 ， 其 重复 数目 可 能 存在 着 个 体 差 异 ， 
但 在 每 个 个 体 的 所 有 组 织 中 应 该 是 恒定 的 ， 且 在 个 
体 的 一 生 中 保持 不 变 。 微 卫星 序列 不 稳定 性 与 错 配 
修复 系统 之 间 的 关系 是 在 DNA 复制 期 间 因 “打滑 ” 
而 引起 短 的 重复 序列 插入 过 多 或 过 少 ， 导 致 “ 泡 状 
结构 ”的 产生 ， 错 配 修复 系统 能 够 识别 并 修复 这 些 
“ 泡 状 结构 ”。 当 错 配 修复 系统 出 现 故障 时 ，DNA 复 
制 期 间 的 “打滑 ”就 不 会 获得 校正 ， 这 样 ， 在 细胞 
MANET DNA 复制 使 就 会 导致 许多 基因 发 生 突变 ， 
这 种 遗传 不 稳定 性 可 能 会 引发 癌症 ， 特 别 是 控制 细 
胞 分 裂 的 基因 《〈 癌 基因 和 肿瘤 抑制 基因 ) 发 生 突变 。 
小 结 “ 人 类 细胞 错 配 修复 系统 的 失效 会 导致 
微 卫 星 序列 的 不 稳定 性 ， 最 终 会 引发 癌症 。 


未 修复 DNA 损伤 的 处 理 


直接 逆转 修复 和 切除 修复 机 制 都 是 真正 的 修复 
过 程 ， 能 够 完全 消除 DNA 缺陷 。 然 而， 细胞 还 存 
在 处 理 损伤 的 其 他 方式 ， 即 不 需要 消除 损伤 而 是 简 
单 地 避 开 损伤 ， 即 使 并 不 是 真正 地 修复 DNA 损伤 ， 
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DNA 连接 酶 将 留存 的 切口 精 合 ，《(d) 甲 

基 转 移 酶 将 子 链 的 GATC 序列 进行 申 基 
ch 化 修饰 。 甲 基 化 作用 一 旦 完成 ， 就 不 能 
再 发 生 错 配 修复 ， 因 为 此 时 已 经 无 法 区 
分 子 链 和 亲本 链 。 


但 这 种 方式 有 时 也 被 称 为 修复 机 制 ， 损 伤 旁 路 机 制 
或 许 是 更 为 科学 的 术语 。 当 细胞 没有 对 损伤 进行 真 
正 修复 、 且 在 损伤 修复 前 已 完成 了 DNA 复制 或 已 
完成 了 DNA 复制 并 进行 了 细胞 分 裂 时 ， 损 伤 旁 路 
机 制 才 会 发 挥 作用 ， 在 DNA 复制 和 细胞 分 裂 过 程 
中 ,细胞 失去 了 处 理 DNA 损伤 的 最 佳 机 会 ， 将 会 
面临 更 大 的 危险 。 

重组 修复 。 重组 修复 (recombination repair) 
是 最 为 重要 的 旁 路 修复 机 制 ， 有 时 也 被 称 为 复制 后 
修复 。 当 复制 跳 过 哮 啶 二 聚 体 损伤 位 点 时 ， 子 链 上 
的 缺口 必须 被 修复 ， 这 种 修复 就 是 复制 后 修复 。 此 
时 切除 修复 是 无 效 的 ， 因 为 在 子 链 上 对 应 于 喀 啶 二 
聚 体 的 位 置 处 无 完好 的 DNA， 只 是 存在 一 个 缺口 ， 
所 以 , 重组 修复 是 为 数 不 多 的 替代 途径 之 一 。 图 
20. 40 描述 了 重组 修复 的 作用 机 制 。 首 先 ，DNA 被 
Zbl. BERKS AL RTE, E 
复制 机 构 在 喀 喧 二 聚 体位 点 处 停止 ,然而 暂停 之 后 ， 
复制 机 构 会 跳 过 该 位 点 继续 进行 复制 (重新 起 始 
DNA 复制 可 能 需要 合成 新 的 引物 )， 从 而 在 子 链 上 
留 下 一 个 缺口 。 接 着 具有 缺口 的 DNA 链 与 另 一 
个 子 代 双 链 DNA 分 子 中 的 同 源 单 链 进行 重组 ， 重 


图 20.40 重组 修复 。 用 “V” 形 表示 DNA 分 子 上 
的 喀 啶 二 聚 体 。(a) 在 DNA 复制 时 ， 复 制 机 构 会 跳 
二 聚 体 所 在 的 区 域 ， 在 该 处 留 下 一 个 缺口 ， 而 互补 
链 正常 复制 ， 两 条 新 合成 的 子 链 用 红色 表示 .(b) 同 
源 链 之 间 发 生 链 交换 。(c) HATE MUG. EE-E 
体 的 缺口 完成 填补 , 但 在 另 一 子 代 双 链 DNA 分 子 
中 贸 下 了 一 个 缺口 。 带 有 喀 啶 二 聚 体 的 双 链 DNA 
并 没有 被 修复 ， 但 成 功 地 完成 了 复制 ， 可 能 会 在 下 
- 轮 DNA 复制 时 得 到 准确 的 修复 。 Cd) 以 正常 的 
互补 链 作为 模板 ， 最 后 的 缺口 很 容易 获得 填补 。 


组 需要 recA 基因 产物 的 参与 ， 该 蛋白 质 能 够 促进 同 
源 DNA 链 间 的 交换 (参见 第 22 章 )。 在 讨论 诱导 入 
原 噬 菌 体 的 SOS 反应 时 ， 我 们 对 recA 基因 有 所 了 
解 〈 参 见 第 8 章 )， 在 第 22 章 学 习 重 组 时 将 获得 更 
为 全 面 的 了 解 。 重 组 后 的 实际 效果 是 填补 了 子 链 上 
对 应 于 喀 啶 二 聚 体 的 缺口 ， 而 在 另 一 个 子 代 双 链 
DNA 分 子 上 产生 新 的 缺口 ， 然 而 ， 由 于 该 双 链 
DNA 分 子 上 无 二 于 体 ， 产 生 的 缺口 很 容易 被 DNA 
聚合 酶 和 连接 酶 所 填补 。 值 得 注意 的 是 DNA 损伤 
依然 存在 ， 但 是 细胞 至 少 可 以 进行 DNA 的 复制 ， 
迟早 会 通过 真正 的 DNA 修复 机 制 修复 存在 的 DNA. 
损伤 。 

易 错 旁 路 ”所 谓 的 易 错 旁 路 Cerrorprone by- 
pass) 是 另 一 条 处 理 DNA 损伤 的 途径 ， 在 该 途径 
中 ，DNA 损伤 并 没有 获得 真正 的 修复 。 EE. colit 


胞 中 ， 作 为 SOS 应 答 的 一 部 分 ,该 途径 可 被 DNA 
损伤 所 诱导 ， 包 括 UV 损伤 ， 而 且 依赖 于 recA 基因 
产物 的 参与 。 具 体 的 反应 步骤 如 下 (图 20.41): 
UV 或 其 他 诱 变 处 理 以 某 种 方式 激活 RecA 辅 蛋白 酶 
活性 ， 该 辅 蛋白 酶 具有 多 个 靶 点 ， 我 们 曾 学 习 过 的 
入 阻 歇 蛋白 就 是 其 中 之 一 , 但 LexA 基因 的 产物 
LexA 是 其 主要 的 四 点 ，LexA 是 许多 基 内 包括 修复 
系统 基因 的 抑制 子 ， 当 LexA 被 RecA 辅 蛋 白 酶 激活 
后 ，LexA 会 自我 分 解 ， 受 其 抑制 的 基因 将 被 诱导 

被 诱导 的 基因 umuC 和 wmuD 组 成 一 个 操纵 元 
umuDC 。wmuD 基因 的 产物 UmuD 可 被 蛋白 酶 切割 
产生 UmuD'， 与 umu C 基因 的 产物 UmuC 组 成 具 
有 DNA 聚合 酶 活性 的 UmuD:C 复合 体 ， 所 以 该 复 
合体 也 被 认为 是 DNA pol V。 在 体外 ，pol V 自身 
能 够 引发 DNA 损伤 处 理 的 易 错 旁 路, 但 pol II 全 
酶 和 RecA 蛋白 对 这 个 过 程 具有 很 大 促进 作用 。 这 
类 旁 路 途径 即使 不 可 能 正确 阅读 DNA 损伤 位 点 ， 
也 会 完成 对 损伤 位 点 的 复制 ， 从 而 避免 了 缺 口 的 产 
生 ， 但 常常 会 在 新 合成 的 DNA 子 链 中 掺 入 错误 的 
碱 基 〈 因 此 得 名 为 “ 易 错 ")。 当 DNA 再 次 复制 时 ， 
这 些 错误 得 以 保持 。 存 在 于 真 核 生 物 内 的 易 错 旁 路 
及 无 差错 旁 路 机 制 通称 为 跨 损伤 合成 〈translesion 
synthesis, TLS), 

DNA pol V 能 够 有 效 地 跨 过 3 类 最 为 普遍 的 
DNA 损伤 : OE — WE; UV 引起 的 相关 损伤 如 
[6-4] 光 化 产物 〈[6-4] photoproduct) ， 即 一 个 哮 喧 
碱 基 的 6- 位 碳 原子 与 相 邻 略 啶 碱 基 的 4- 位 碳 原子 发 
生 共 价 连接 ; 无 碱 基 的 AP 位 点 。 然 而 ，DNA pol V 
在 进行 跨 损 伤 合成 时 ， 其 准确 度 存在 一 定 的 变化 。 
2000 年 ，Myron Goodman 及 同事 测定 了 DNA pol V 
在 跨 损伤 如 胸腺 喀 啶 二 诊 体 或 [6-4] 光 化 产物 和 
AP 位 点 合成 时 A 和 G 的 摊 入 量 。 在 对 应 于 胸腺 喀 
啶 二 聚 体 的 位 置 处 ， DNA pol V 倾向 于 挫 入 2 个 A, 
但 如 果 二 聚 体 中 包含 有 胞 喀 啶 ， 情 况 就 会 出 现 变化 。 
对 应 于 由 两 个 胸腺 喀 啶 形成 的 [6-4] 光 化 产物 位 置 
处 ，DNA pol V 倾向 于 在 第 一 个 位 点 挫 入 G、 在 第 
-个 位 点 挫 入 A， 很 显然 ， 这 不 是 十 分 保 真 的 复制 。 
在 对 应 于 AP 位 点 的 位 置 处 ，DNA pol VBA A BY 
概率 为 2/3、 挫 入 G 的 概率 为 /3。 碱 基 挫 入 比例 以 
及 没有 检测 到 有 喀 啶 碱 基 挫 人 的 事实 与 在 体内 观察 
到 的 情况 相 一 致 , 表明 DNA pol V 确实 是 体内 执行 
跨 损 伤 合成 功能 的 聚合 酶 。 

如 果 umu 基因 确实 负责 易 错 旁 路 ,那么 可 以 预 
测 ， 其 中 的 一 个 umu 基因 发 生 突变 将 会 使 E. coli 细 
胞 降低 对 突变 的 敏感 性 。 这 些 突变 细胞 仍然 会 以 相 
同 的 概率 发 生 DNA 损伤 ， 但 这 些 损伤 不 易 被 转变 为 
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LexA 


umuDC 操纵 子 (被 阻 过 ) 有 活性 的 UmuDC RAT 
UmuC 和 UmuD 
sro rr 
GCATTCGA GCATTCGA 
CGT 继续 复制 CGTGAGCT 
复制 在 二 聚 体 处 停顿 
20.41 易 错 (SOS) 旁 路 。 ”紫外线 激活 RecA 辅 蛋 白 酶 ，RecA 畏 蛋 白 酶 激活 LexA 蛋白 ( 紫 


色 )，LexA 蛋白 进行 自我 切割 ， 使 其 从 wnuDC 操纵 元 上 释放 出 来 。 这 一 过 程 导致 umuD 和 umuC 蛋 
白 的 合成 ， 这 些 蛋白 质 即使 在 经 常 出 错 〈 蓝 色 ) 的 情况 下 ， 也 能 完成 对 喀 啶 二 聚 体 损伤 位 点 的 复制 。 


突变 。1981 年 ，Graham Walker 及 同事 通过 构建 
umu C 的 无 效 等 位 基因 (null allele) (无 活性 基因 ) 
证 实 了 这 一 推测 ， 而 且 携带 无 效 等 位 基因 的 细菌 基 
本 上 不 会 发 生 突变 ， 事 实 上 ，“umu” 代 表 “ 无 突 
变 "。 

研究 者 构建 了 一个 携带 umu C 突变 的 E. coli i 
株 ， 且 带 有 一 个 his 赭石 突变 ， 该 突变 通常 可 被 
UV 照射 所 回复 。 研 究 者 用 UV 照射 该 菌株 ， 并 计 
数 his” 回复 突变 体 的 数量 ， 回 复 突变 体 越 多 ， 发 生 
的 突变 也 就 越 多 ， 因 为 逆转 就 是 一 种 回复 突变 。 图 
20. 42 显示 了 研究 结果 ， 在 野生 型 细胞 中 存在 一 定 
数量 的 回复 突变 体 〈 在 最 高 UV 剂量 时 约 有 200 
个 )， 与 之 形成 鲜明 对 比 的 是 ，wnu C- 细胞 几乎 无 
回复 突变 的 发 生 。 此 外 ， 添 加 携带 umu C 基因 的 质 
粒 后 ， 能 够 抑制 umu C 细胞 的 无 突变 表 型 ， 导 致 
回复 突变 体 的 数量 显著 增加 《即使 在 相对 较 低 的 
UV 剂量 时 ， 回 复 突变 体 的 数量 也 可 达到 500 个 ) 。 

实验 中 使 用 的 无 效 等 位 基因 是 通过 如 下 途径 获 
得 的 : 将 无 lac 启动 子 的 lac 结构 基因 插入 到 wnu C 
内 ， 然 后 第 选 lac! 细胞 。 因 为 细胞 最 初 为 lac- 表 
型 ， 之 所 以 出 现 lact 表 型 ， 是 因为 lac 基因 插入 到 
umuDC 启动 子 的 下 游 。 由 于 lac 基因 受到 wmuDC 
启动 子 的 控制 ， 因 此 ，Walker 及 同事 通过 检测 B 半 
乳 精 苷 酶 的 活性 ， 即 可 测定 UV 照射 对 wmuDC 启 
动 子 的 诱导 性 。 图 20. 43 BR, umuDC 启动 子 确实 
能 够 被 剂量 为 10J/m 的 UV 照射 所 诱导 EE 
线 )， 但 是 在 ,erA 突变 体 或 recA- 细胞 内 ， 该 启动 
子 不 受 UV 照射 所 诱导 红色 曲线 )。 实 验 中 所 使 用 
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图 20.42 E.coli umuC 菌株 的 不 易 突 变性 。 


Walker 及 同事 用 紫外 光 辐射 E. coli 的 3 个 his- 菌 
株 ， 并 检测 其 形成 hist 回复 突变 的 能 力 。 这 3 个 
菌株 分 别 是 ，wmuC 基因 为 野生 型 的 菌株 〈 蓝 色 )、 
umuC 菌株 《红色 ) 及 含有 携带 umuC 基因 的 质 
粒 的 wmuC” 菌株 (绿色 )。(Source: Adapted from 
Bagg, A., C. J. Kenyon and G.C. Walker, Induc- 
ibility of a gene product required for UV and chemi- 
cal mutagenesis in Escherichia. coli. Proceedings 
of the National Academy of Sciences USA 78: 
5750, 1981.) 


的 lexA 突变 体 细胞 编码 的 LexA 蛋白 不 能 裂解 ， 所 
以 不 能 将 其 从 umuDC 启动 子 上 移 除 。 
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图 20.43 umuDC 启动 子 可 被 UV 所 诱导 。Walker 
及 同事 用 剂量 为 10J]/m? 的 UV 照射 携带 受 wmuDC 
启动 子 调控 的 lac 基因 的 细胞 。 如 箭头 所 示 ， 照 射 
lh 后 测量 每 ODsw 单 位 (用 于 度量 细胞 密度 的 混浊 
度 指 标 ) 细胞 的 f#- 半 乳糖 苷 酶 活性 〈 黄 色 曲 线 ) 。 
研究 者 也 对 lerA 突变 株 〈 绿 色 ) 和 recA” 细胞 
(红色 ) 进行 了 同样 的 实验 。LezA 突变 株 是 不 可 诱 
导 的 ， 突 变 的 lezA 基因 编码 的 LexA 蛋白 不 能 被 
裂解 ， 所 以 不 能 将 其 从 wmuDC 启动 子 上 移 除 。 
(Source: Adapted from Bagg, A., C.J. Kenyon 
and G.C. Walker, Inducibility of a gene product 
required for UV and chemical mutagenesis in Esche 
richia coli. Proceedings of the National Academy 
of Sciences USA 78; 5751, 1981.) 


野生 型 E. coli 细胞 由 于 存在 着 有 效 的 修复 机 制 ， 
所 以 能 够 忍受 基因 组 中 出 现 的 多 达 50 个 哮 啶 二 聚 
体 ， 而 且 不 会 产生 不 良 影响 。 缺 失 uvr 基因 的 菌株 
无 法 进行 切除 修复 ， 因 此 对 UV 损伤 极其 敏感 。 然 
而 ， 这 些 菌株 对 DNA 损伤 仍 有 一 定 程度 的 抗 性 。 
另 一 方面 ，var 和 recA 双 突变 菌株 既 不 能 进行 切除 
修复 ， 也 不 能 进行 重组 修复 ， 对 UV 损伤 十 分 敏感 ， 
可 能 的 原因 是 这 类 菌株 只 能 通过 易 错 修复 途径 进行 
DNA 损伤 修复 。 基因 组 内 的 1 一 2 个 喀 啶 二 聚 体 即 
可 成 为 细胞 的 致死 剂量 。 

很 显然 ， 如 果 细 菌 细胞 在 进化 过 程 中 没有 获得 
易 错 旁 路 ， 它 们 将 很 少 发 生变 异 。 如 果 事实 如 此 的 
话 ， 为 什么 还 要 保留 这 种 导致 突变 的 机 制 ? 这 可 能 
是 由 于 易 错 旁 路 系统 对 细菌 而 言 ， 其 利 大 于 弊 ， 因 
为 即使 具有 发 生 突变 的 危险 ， 易 错 旁 路 系统 也 可 以 
允许 有 机 体 复制 受 损 的 基因 组 。 有 一 点 是 显而易见 
的 ， 如 果 因 复制 失败 而 要 付出 细胞 死亡 的 代价 ， 细 
胞 宁愿 复制 未 经 修复 的 损伤 DNA 并 进行 细胞 分 裂 。 


这 一 系列 过 程 中 如 果 产 生 一 个 带 有 DNA 缺口 的 子 
代 细 胞 ， 此 时 ， 切 除 修复 和 重组 修复 都 不 能 发 挥 作 
用 ， 从 而 可 能 导致 细胞 的 死亡 。 所 以 ， 最 终 的 解决 
办 法 就 是 通过 易 错 旁 路 系统 来 避免 细胞 的 死亡 。 

一 定 程度 的 变异 对 一 个 物种 而 言 是 有 利 的 ， 这 
种 变异 使 生物 体 种 群 的 基因 组 呈现 趋 异 性 ， 从 而 使 
生物 个 体 间 对 疾病 或 其 他 侵害 表现 出 不 同 的 敏感 性 。 
当面 临 新 环境 的 考验 时 ， 种 群 中 的 某 些 成 员 因 具有 
抵抗 力 而 存活 下 来 ， 从 而 使 种 族 得 以 延续 。 


小 结 “ 细胞 可 以 通过 非 修 复方 式 来 处 理 
DNA 损伤 ， 方 式 之 一 为 重组 修复 ,具有 缺口 的 
DNA 链 与 另 一 个 子 代 双 链 DNA 分 子 中 的 同 源 单 
链 进行 重组 ， 使 缺口 问题 得 以 解决 ， 但 最 初 的 损 
伤 未 获得 修复 。 另 一 种 处 理 损伤 的 机 制 是 引发 
SOS 应 答 ， 至 少 在 E.coli 细胞 中 如 此 ， 该 机 制 即 
使 不 可 能 正确 阅读 DNA 损伤 区 域 ， 也 会 完成 
DNA 复制 ， 会 导致 新 合成 DNA 链 上 出 现 错误 ， 
因此 这 种 处 理 DNA 损伤 的 机 制 被 称 为 易 错 旁 路 。 


人 类 细胞 的 易 错 修复 与 无 差错 修复 ”在 整个 生 
命 王 国 中 ， 所 有 的 DNA 修复 过 程 都 是 十 分 保守 的 ， 
或 许 是 因为 在 生命 的 开始 之 处 ，DNA 损伤 就 成 了 生 
命 的 一 部 分 ， 所 以 DNA 损伤 修复 机 制 的 进化 要 早 
于 生物 的 分 化 。 易 错 旁 路 机 制 也 不 例外 ， 人 类 细胞 
对 DNA 损伤 如 喀 啶 二 聚 体 的 处 理 系统 与 原核 生物 
的 损伤 处 理 系统 类 似 ， 这 些 旁 路 系统 有 赖 于 特殊 的 
DNA RAW, ii DNA RAN Y, DNA REN q 
DNA RAM 0, DNA 聚合 酶 . 和 DNA 聚合 酶 k。 
DNA RAM 6 M e APM FEAR, MANEK 
构 的 DNA 损伤 如 哮 院 二 聚 体 时 ， 就 会 发 生 停顿 ， 
此 时 DNA 聚合 酶 M e 就 会 被 上 述 特殊 的 DNA W 
合 酶 所 取代 。 

这 些 DNA 聚合 酶 中 某 些 成 员 在 跨 过 DNA 损伤 
位 点 时 会 随机 地 插入 碱 基 ， 很 显然 ， 这 是 一 种 易 错 
策略 。 但 有 些 聚 合 酶 的 出 错 概率 很 低 ， 是 一 种 相对 
无 差错 的 损伤 处 理 策略 。 例 如 ，DNA RAN SA 
动 地 在 子 链 对 应 于 喀 啶 二 聚 体 的 位 置 处 插 人 2 个 
dAMP， 即 使 不 能 与 喀 院 二 聚 体 中 的 碱 基 形 成 互补 
的 碱 基 对 ， 只 要 二 聚 体 中 的 碱 基 是 胸腺 喀 啶 ， 该 系 
统 就 能 够 做 出 正确 的 选择 ， 而 胸腺 喀 啶 二 聚 体 又 是 
喀 啶 二 聚 体 最 为 常见 的 形式 。 

1999 年 ，Fumio Hanaoka 及 同事 发 现 携带 XP 
变异 体 (XP-V) 的 患者 其 缺陷 基因 是 编码 DNA BE 
合 酶 ?的 基因 ， 因 此 ， 这 些 患 者 的 喀 啶 二 聚 体 损伤 
不 能 通过 由 DNA RAN 1 催化 的 、 相 对 错误 概率 较 
低 的 无 差错 旁 路 机 制 处 理 ， 而 必须 通过 依赖 于 包括 
DNA 聚合 酶 5 在 内 的 其 他 特殊 DNA 至 合 酶 催化 的 
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二 聚 体 时 ， 引 入 到 子 代 DNA 链 中 的 突变 不 会 被 切 
除 修复 系统 所 消除 。 然 而 ， 由 于 这 些 患 者 具有 正常 
的 切除 修复 系统 ， 所 以 只 有 少数 的 二 集体 损伤 需要 
通过 易 错 系统 处 理 。 从 而 解释 了 XP-V 细胞 对 紫外 
线 照射 敏感 性 相对 较 低 的 原因 。 

聚合 酶 ?自身 不 能 执行 无 差错 旁 路 修复 功能 ， 
当 在 子 链 对 应 于 喀 啶 二 聚 体 的 位 置 处 插入 2 个 A 
后 ， 新 合成 子 链 的 3 端 不 能 与 T 形 成 碱 基 对 ， 因 为 
模板 链 上 的 T 被 封闭 在 喀 旺 二 聚 体内 。 由 于 没有 配 
对 的 核 苷 酸 的 添加 ， 复 制 型 DNA RAN (Co 和 5) 
便 不 能 重新 起 始 DNA 的 合成 ， 另 外 的 DNA 聚合 酶 
可 能 是 聚合 酶 5 必须 执行 DNA 合成 的 任务 。 

为 什么 聚合 酶 不 能 简便 地 继续 DNA 的 合成 ， 
从 而 合成 足够 长 的 子 代 DNA 链 ， 使 复制 型 聚合 酶 
能 够 重新 起 始 DNA 的 复制 ? 答案 在 于 这 是 一 个 易 
错 的 过 程 。 尽 管 “ 无 差错 ”这 一 术语 用 于 描述 DNA 
KAN q 处 理 喀 啶 二 聚 体 损伤 的 能 力 是 完全 合理 的 ， 
但 该 酶 在 复制 正常 DNA 时 ， 是 极 容易 出 现 错误 的 。 
当 Hanaoka, Thomas Kunkel 及 同事 利用 具有 裂 队 
的 双 链 DNA 分 子 ， 在 体外 检测 DNA RAN 的 复 
制 保 真性 时 发 现 ，DNA 聚合 酶 9 的 复制 保 真性 要 低 
于 任何 已 被 研究 的 模板 依赖 的 DNA 聚合 酶 ， 每 复 
制 18 ~ 380nt 就 会 插入 一 个 错误 的 碱 基 。 相 反 ， 
DNA 聚合 酶 5 的 准确 度 要 比 DNA RAWE q KEY 
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20 倍 ， 因 此 ， 对 细胞 而 言 ， 拥 有 NER 系统 是 一 件 
好 事 ， 如 果 没 有 NER AS, DNA RAR 1 只 能 处 
理 胸腺 喀 啶 二 聚 体 ， 而 对 其 他 损伤 则 会 束手无策 ， 
典型 的 XP 患者 就 是 很 好 的 例证 。 

在 处 理 特定 类 型 的 DNA 损伤 时 ，DNA RAN 
习 的 跨 损伤 合成 具有 特异 性 。 在 处 理 喀 啶 二 聚 体 损 
伤 时 ，DNA 聚合 酶 3 能 够 进行 跨 损伤 合成 ， 但 不 能 
在 [6-4] 光 化 合 物 位 点 处 进行 跨 损伤 合成 ，DNA R 
合 酶 〗 也 能 跨越 无 碱 基 的 AP 位 点 。Hanaoka 及 同 
事 在 体 外 分 析 DNA RAR a R DNA 聚合 酶 1 处 理 
不 同 DNA 损伤 时 的 跨 损 伤 合成 能 力 ， 实 验 所 使 用 
的 模板 具有 如 下 特征 :一 条 链 为 损伤 链 ， 另 一 条 链 
AP 标记 的 引物 链 ， 其 3' 端 恰好 位 于 损伤 位 点 的 
上 游 。 然 后 向 反应 体系 中 加 入 游离 的 核 苷 酸 ， 进 行 
跨 损 伤 合成 ， 最 后 凝 胶 电泳 检测 反应 产物 。 

图 20. 44 描述 了 实验 的 结果 。 图 20. 44a 表明 聚 
合 酶 和 ?都 能 够 以 完好 的 DNA 为 模板 实现 引物 
的 延伸 ， 但 是 聚合 酶 在 经 过 DNA 损伤 位 点 时 ， 不 
能 有 效 地 延伸 引物 。 出 现 这 种 现象 并 不 奇怪 ， 因 为 
RAN a RIEN DNA 进行 准确 拷贝 ， 不 能 处 理 受 
损 的 无 信息 的 DNA 位 点 。 图 20. 44b ~ 图 20. 44d Æ 
RAR 5 能 够 跨越 环 状 喀 啶 二 聚 体 (CPD) 和 AP 
位 点 进行 引物 的 延伸 ， 但 不 能 跨 [6-4] 光 化 合 物 进 
行 引物 延伸 。 
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Æ 20.44 DNA 聚合 酶 a 和 在 未 受 损 和 受 损 模板 上 的 活性 。Hanaoka 及 同事 制备 了 双 链 DNA AF, 其 中 
的 模板 链 为 ，(a) 损伤 ，(b) AREER (CDP); o) 有 一 个 [6-4] 光 化 合 物 〈 [6-4] PP); 
Cd) 一 个 AP 位 点 。 非 模板 链 是 一 段 >P 标 记 的 引物 ， 通 过 跨越 模板 链 上 的 损伤 《或 正常 配对 的 胸腺 喀 啶 ) 
而 获得 延伸 。 在 每 一 图 的 边 侧 标注 了 这 些 DNA 分 子 的 特征 。 研 究 者 们 向 反应 体系 中 逐渐 增加 DNA RAN 
a 或 了 的 量 ， 同 时 加 入 游离 的 核 苷 酸 ， 将 反应 产物 进行 聚 丙烯 栈 腕 凝 胶 电泳 分 析 。 如 果 能 够 成 功 进行 跨 损 
伤 合成 ， 那 么 引物 就 将 被 延伸 至 与 模板 链 等 同 的 长 度 ， 即 30nt;， 否则 ，DNA 合成 在 损伤 处 停止 。( Souree， 
From Masutani et al. , Cold spring Harbor Symposia p.76. © 2000. ) 


小 结 人 类 细胞 具有 一 种 相对 无 差错 的 旁 路 
系统 ， 能 够 在 子 链 对 应 于 喀 啶 二 集体 的 位 置 处 插 
和 dAMP， 从 而 使 胸腺 喀 啶 二 育 体 (无 胞 喀 啶 的 


SR) 得 到 准确 复制 。 该 系统 能 够 利用 DNA 
聚合 酶 1 与 男 一 种 酶 复制 越过 损伤 位 点 的 少数 几 
个 碱 基 。 当 编码 DNA 聚合 酶 1 的 基因 发 生 缺 陷 
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it, DNA RAW g 或 其 他 的 DNA 聚合 酶 代替 其 
执行 功能 ， 但 这 些 酶 会 在 子 链 对 应 于 哮 院 二 聚 体 
的 位 置 处 随机 地 插 大 核 苷 酸 ， 因 此 这 是 一 种 易 错 
系统 。 校 正 UV 损伤 时 出 现 的 错误 导致 XP 变异 
体 XP-V 的 发 现 。DNA 聚合 酶 7 在 处 理 模板 上 的 
Hamam REA AP 位 点 时 ， 是 有 活性 的 ， 但 
不 能 处 理 模板 链 上 的 6-4] 光 化 合 物 损伤 。 该 酶 
并 不 具有 真正 的 无 差错 特性 。 模板 上 存在 缺口 
时 ，DNA 聚合 酶 1 是 已 知 的 模板 依赖 的 聚合 酶 
中 复制 保 真性 最 差 的 聚合 酶 之 一 。 


总 结 


所 有 (或 绝 大 多 数 ) DNA 复制 均 遵 循 以 下 几 个 
共同 的 原则 ，@ 双 链 DNA 以 半 保 留 方式 进行 复制 ， 
分 离 的 亲本 链 均 可 作为 模板 ， 合 成 与 之 互补 的 一 条 
BRE: DE. coli (以 及 其 他 生物 体 ) 的 DNA 复制 是 
半 不 连续 的 ， 一 条 链 是 沿 复制 丸 移动 的 方向 连续 复 
制 ， 而 另 一 条 链 是 沿 相反 方向 进行 不 连续 复制 ， 产 
生 1 一 2kb 的 冈 崎 片段 ， 从 而 使 两 条 链 都 按 5 一 3 方 
向 合成 DNA 子 链 ; @ 起 始 DNA 的 复制 需要 引物 ， 
,coli 细胞 内 的 冈 崎 片段 的 合成 由 长 度 为 10 一 12nt 
的 RNA 引物 引发 大 多 数 真 核 生物 与 细菌 的 
DNA 是 进行 双向 复制 的 ，ColE1 是 DNA 单 向 复制 
的 一 个 事例 。 

环形 DNA 分 子 通过 滚 环 机 制 进行 复制 。 双 链 
DNA 分 子 的 一 条 被 切割 形成 一 个 切口 ， 以 另 一 条 完 
整 链 为 模板 使 切口 的 3' 端 被 延伸 ， 从 而 将 切口 的 5 
端 置换 出 来 。 在 和 噬菌体 中 ， 置 换 链 作为 后 随 链 进 
行 不 连续 合成 的 模板 。 

作为 一 种 多 功能 酶 ，pol 1 具有 3 种 特定 的 活 
tE: DNA 聚合 酶 活性 、3' 一 5 外 切 核酸 酶 活性 及 
5'~=3' 外 切 核酸 酶 活性 ， 酶 的 大 功能 域 具有 前 两 种 
活性 ， 而 5 一 3' 外 切 核酸 酶 活性 则 存在 于 一 独立 的 
小 功能 域 中 。 在 温和 和 蛋白酶 水 解 作用 下 ， 大 功能 域 
(Klenow 片段 ) 与 小 功能 域 分 离 ， 形 成 2 个 蛋白 质 
片段 ， 且 仍然 具有 完整 聚合 酶 所 拥有 的 3 种 活性 。 
Klenow 片段 (包括 所 有 已 知 的 DNA 聚合 酶 ) 的 结 
构 显示 该 酶 具有 一 个 能 够 与 DNA ARR, Kle- 
now 片段 的 聚合 酶 活性 位 点 与 3 一 5 外 切 核酸 酶 活 
性 位 点 相距 较 远 。 

在 E.coli 细胞 的 pol 1, pol I 和 pol II 这 3 种 
DNA RAMH, HA pol I 是 DNA 复制 所 必需 
的 ， 是 细菌 DNA 的 复制 酶 。pol HI 核心 酶 由 a、e 
和 9 3 个 亚 基 组 成 。a 亚 基 具 有 DNA 聚合 酶 活性 ，e 
亚 基 具 有 3—5 外 切 核酸 酶 活性 ， 能 够 执行 校正 
功能 。 

DNA 复制 的 保 真性 对 生命 而 言 是 至 关 重 要 的 ， 


为 确保 DNA 复制 的 保 真性 ，E. coli 的 DNA 复制 机 
构 具 有 一 个 内 在 的 需要 引发 的 校正 系统 。 只 有 配对 
的 核 苷 酸 才能 作为 pol MARE DNA 复制 的 引 
物 。 因此， 如果 偶 尔 挫 人 了 错误 的 核 苷 酸 ， 复 制 将 
会 出 现 暂停 ， 直 至 pol II 的 3 一 5” 外 切 核酸 酶 活性 
将 其 切除 。 而 RNA 引物 可 成 为 其 降解 的 标签 。 

哺乳 动物 细胞 内 存在 5 种 不 同 的 DNA 聚合 酶 。 
聚合 酶 8 和 a 参与 DNA 两 条 链 的 复制 ， 聚 合 酶 能 
够 为 两 条 链 合成 引物 ， 而 聚合 酶 ; 催化 链 的 延伸 。 
SEAMS pA 似乎 是 在 DNA BE PRIA, RA 
Y 可 能 负责 线粒体 DNA 的 复制 。 

在 复制 叉 处 将 双 链 DNA 解 链 的 解 旋 酶 是 由 
E. coli 的 dmaB 基因 所 编码 。 细 菌 单 链 DNA 结合 蛋 
白 与 单 链 DNA 的 结合 力 远 强 于 与 双 链 DNA 的 结合 
力 。 单 链 DNA 结合 蛋白 以 协同 方式 能 够 与 新 形成 
的 单 链 DNA 进行 紧密 结合 ， 从 而 协助 解 旋 酶 发 挥 
作用 。 覆 盖 在 单 链 DNA 上 的 SSB 可 阻止 两 条 分 开 
的 单 链 重新 退火 ， 而 且 能 够 发 挥 保护 作用 ， 防 止 单 
bE DNA 被 降解 ， 此 外 ，SSB 对 同 源 的 DNA 聚合 酶 
还 有 促进 作用 。SSB 的 这 些 活性 对 于 细菌 DNA 复制 
是 非常 重要 的 。 

当 解 旋 酶 对 闭合 环形 DNA 的 两 条 亲本 链 解 旋 
时 ,会 在 DNA 分 子 中 引入 抵消 正 超 螺旋 的 张力 ， 
必须 克服 这 种 张力 ， 否 则 复制 又 的 行进 将 会 受阻 。 
旋转 机 制 可 以 释放 这 种 张力 ， 在 E.coli 中 ， 细菌 拓 
扑 异 构 酶 ， 即 DNA 旋转 酶 是 具有 旋转 功能 的 首 
选 者 。 

乙 基 甲烷 磺 酸 等 烷 化 剂 能 够 使 DNA 碱 基 发 生 
烷 基 化 修饰 ， 这 种 修饰 要 么 直接 破坏 碱 基 配 对 或 引 
EMEEK: 要 么 引起 DNA 复制 或 修复 缺陷 。 

不 同 种 类 的 辐射 会 造成 不 同类 型 的 DNA 损伤 。 
紫外 线 的 能 量 相 对 较 低 ， 能 够 产生 喀 啶 二 聚 体 等 中 
等 程度 的 DNA 损伤 ， 而 y 射线 及 X 射线 为 高 能 射 
线 ， 能 够 使 DNA 周围 的 分 子 呈 离 子 化 状态 ， 产 生 
能 够 进攻 DNA 的 高 活性 自由 基 ， 引 起 DNA 碱 基 的 
改变 或 链 的 断裂 。 

因 紫 外 线 辐射 造成 的 DNA 损伤 〈 喀 啶 二 聚 体 ) 
可 以 直接 被 DNA 光 裂 合 酶 所 修复 ， 此 酶 利用 近 紫 
外 至 蓝光 波段 的 光 而 将 喀 啶 二 泰 体 中 化 学 键 打开 ; 
RPS 06 位 点 的 烷 基 化 可 以 被 自杀 性 06- 甲 基 鸟 嘎 
哈 甲 基 转 移 酶 修复， 可 以 将 烷 基 基 团 转移 到 酶 自身 
的 一 个 氨基 酸 残 基 上 。 

碱 基 切 除 修复 (BER) 主要 作用 于 损伤 轻微 的 
碱 基 。 由 DNA 糖 基 化 酶 起 始 碱 基 切除 修复 过 程 ， 
该 酶 能 够 使 碱 基 对 中 的 损伤 碱 基 外 凸 ， 然 后 切除 损 
HAE. TERIA MTL MEME LL, E DNA 修复 
TEA. PR BAL TPR LE, h IER AK 
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苷 酸 将 其 取代 。 在 细菌 中 ， 由 DNA RARE 1 填补 切 
除 修复 而 缺失 的 核 苷 酸 ; 在 真 核 生物 中 ， 由 DNA 
RAN B 完成 填补 任务 。 然 而 ，DNA RAR BB HE 
现 错误 ， 且 自身 又 无 校正 活性 ， 因 此 ， 由 APEI1 执 
行 校正 功能 。 对 DNA 分 子 内 8- 氧 代 鸟 味 叭 位 点 的 
修复 是 BER 的 一 个 特殊 事例 ， 可 通过 2 个 途径 进行 
修复 。 由 于 oxoG 会 与 A 错 配 ， 所 以 ， 在 DNA 复制 
结束 后 由 腺 顺 叭 DNA 糖 基 化 酶 将 A 切除 ， 然 而 ， 
如 果 复制 没有 发 生 ，oxoG 仍然 与 C 配 对 ， 则 由 另 一 
种 DNA 糖 基 化 酶 ， 即 oxoG 修复 酶 将 oxoG 切除 。 

核 苷 酸 切 除 修复 (NER 主要 作用 于 会 导致 
DNA 双 螺旋 发 生 扭 曲 的 严重 损伤 。 在 细菌 的 核 苷 酸 
切除 修复 过 程 中 ， 内 切 核酸 酶 直接 在 损伤 位 点 两 侧 
将 DNA 链 切断 ， 切 除 长 度 包含 损伤 位 点 在 内 的 寡 
核 苷 酸 片段。 由 DNA RAM IHAA, H DNA 
连接 酶 将 切口 粘 合 。 

真 核 生 物 的 核 苷 酸 切 除 修复 通过 两 个 途径 完成 
对 损伤 的 修复 ， 在 全 基因 组 NER (GG-NER) 途径 
中 ，XPC 与 hHR23 组 成 的 复合 体 与 基因 组 中 的 损 
伤 位 点 结合 ， 导 致 DNA 的 局 部 熔 解 从 而 起 始 修复 
过 程 。 该 蛋白 质 显 然 能 够 募集 XPA 和 RPA， 随 后 
TFIIH 加 入 到 复合 体 中 ， 它 的 2 个 亚 基 (XPB 和 
XPD) 利用 自身 的 DNA 解 旋 酶 活性 使 DNA 的 熔 解 
区 域 得 以 延伸 。RPA 与 2 个 切除 核酸 酶 (XPF 和 
XPG) 结合 ， 将 它们 定位 在 被 切割 链 的 损伤 位 点 两 
侧 的 正确 位 置 上 ， 然 后 释放 出 包括 损伤 位 点 在 内 的 、 
长 度 为 24 一 32nt WIR BE. 转录 侦 联 NER 
(TC-NER) 与 GG-NER 的 机 制 十 分 相似 ， 只 是 由 
RNA RAMAH XPC 的 功能 ， 检 测 损伤 位 点 并 起 
始 DNA 的 熔 解 ， 在 TC-NER 与 GG-NER 途径 中 ， 
一 旦 损伤 的 DNA 被 切除 ，DNA RAN e 就 会 
SGD OR, H DNA 连接 酶 将 切口 粘 合 。 

通过 同 源 重 组 或 非 同 源 末端 连接 可 修复 双 链 
DNA 断裂 损伤 。 非 同 源 未 端 连 接 修复 过 程 需 要 Ku 
和 DNA-PKcs 的 参与 , 均 与 DNA 末端 结合 ， 装 配 
成 有 活性 的 DNA-PK 复合 体 ， 使 DNA 末端 的 微 同 
源 区 彼此 排列 在 一 起 ， 一 旦 微 同 源 区 排列 在 一 起 ，2 
个 DNA-PK 复合 体 彼此 进行 磷酸 化 修饰 ， 这 种 磷酸 
化 作用 可 以 激活 DNA-PKcs 催化 亚 基 的 解 离 并 激活 
Ku 的 DNA 解 旋 酶 活性 ,使 DNA 末端 发 生 解 旋 。 
末端 解 旋 后 ， 微 同 源 区 进行 碱 基 互 补 配对 。 最 后 额 
外 的 侧翼 DNA 片段 被 切除 ， 空 隙 填补 后 ，DNA 的 
末端 被 水 久 连 接 在 一 起 。 

非 同 源 末端 连接 和 同 源 重组 都 需要 进行 染色 体 
重建 。 在 酵母 细胞 中 ， 蛋 白 激酶 Mecl 和 Tell RH 
集 到 DSB 位 点 后 ， 使 核 小 体 组 蛋白 H2A 的 第 129 
位 丝氨酸 残 基 发 生 磷 酸化 修饰 ， 而 这 种 磷酸 化 作用 
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能 够 使 染色 质 重建 蛋白 INO80 被 招募 到 DSB 处, 该 
蛋白 质 利 用 自身 DNA 解 旋 酶 活性 推动 核 小 体 远离 
DSB 的 末端 ， 导 致 在 断裂 处 形成 外 突 的 单 链 DNA 3 
Sa. BRAE NHE) 和 同 源 重 组 所 必需 的 。 另 一 种 
染色 质 重建 蛋白 SWRI 与 INO80 共享 多 种 组 分 ， 并 
也 被 募集 到 DSB 处 ， 可 用 无 磷酸 化 修饰 的 H2A 变 
异体 Htzl 取代 H2A。 使 邻近 DSB 位 点 处 已 发 生 磷 
酸化 的 H2A 恢复 正常 状态 。 

DNA 复制 后 遗留 的 错 配 错误 可 以 被 检测 到 并 获 
得 修复 。E. coli 的 错 配 修复 系统 通过 识别 亲本 链 上 
GATC 序列 中 的 甲 基 化 腺 叶 叭 而 将 亲本 链 与 子 链 区 
分 开 来 ， 对 亲本 链 的 互补 链 ( 子 链 ) 上 的 错 配 进行 
修复 。 人 类 细胞 错 配 修复 系统 的 失效 会 导致 微 卫 星 
不 稳定 性 ， 最 终 会 引发 癌症 。 

细胞 可 以 通过 非 修复 方式 来 处 理 DNA 损伤 ， 
方式 之 一 为 重组 修复 ， 与 损伤 链 互补 且 具 有 缺口 的 
DNA 链 与 另 一 个 子 代 双 链 DNA 分 子 中 的 同 源 单 链 
进行 重组 ， 使 缺口 问题 得 以 解决 ， 但 最 初 的 损伤 未 
获得 修复 。 另 一 种 处 理 损伤 的 机 制 是 引发 SOS 应 
答 ， 该 机 制 即使 不 可 能 正确 阅读 DNA 损伤 区 域 ， 
也 会 完成 DNA 复制 ， 导 致 新 合成 DNA 链 上 出 现 错 
误 ， 因 此 ， 这 种 处 理 DNA 损伤 的 机 制 被 称 为 易 错 
旁 路 。 

人 类 细胞 具有 一 种 相对 无 差错 的 旁 路 系统 ， 能 
够 在 子 链 对 应 于 哮 啶 二 聚 体 的 位 置 处 插入 dAMP, 
从 而 使 胸腺 喀 啶 二 聚 体 〈 无 胞 喀 啶 的 二 聚 体 ) 得 到 
准确 复制 。 该 系统 能 够 利用 DNA 聚合 酶 1 与 另 一 种 
酶 复制 越过 损伤 位 点 的 少数 几 个 碱 基 。 当 编码 DNA 
聚合 酶 的 基因 发 生 缺陷 时 ，DNA RAM y 或 其 他 
的 DNA 聚合 酶 代替 其 执行 功能 ， 但 这 些 酶 会 在 子 
链 对 应 于 喀 啶 二 聚 体 的 位 置 处 随机 地 插入 核 苷 酸 ， 
因此 这 是 一 种 易 错 系统 。 校 正 UV 损伤 时 出 现 的 错 
误导 致 XP 变异 体 XP-V 的 发 现 。 


复习 题 


1. 比较 DNA 复制 的 全 保留 复制 机 制 、 半 保留 
复制 机 制 及 弥散 复制 机 制 的 差异 。 

2. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 DNA 复制 方式 
为 半 保留 复制 。 

3. 比较 DNA 连续 复制 、 半 不 连续 及 不 连续 复 
制 模式 的 差异 。 

4. 叙述 实验 并 给 出 结果 , 证明 DNA 复制 方式 
为 半 不 连续 复制 。 

5. PREF AE AVE, coii 细 胞 内 ， 标 记 核 苷 酸 的 
短 时 脉冲 仅 出 现在 短 DNA 片段 中 ， 换 句 话说 ， 为 
什么 这 些 细胞 DNA 的 复制 好 像 完全 是 不 连续 的 ， 
而 非 半 不 连续 。 


6. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 测 量 冈 崎 片段 上 引物 
的 大 小 。 

7. 描述 B. subtilis 染色 体 DNA 为 双向 复制 ， 而 
colEl 质粒 为 单 向 复制 的 电子 显微镜 证 据 。 

8. 图 示 说 明 入 噬菌体 DNA 滚 环 复制 的 机 制 。 

9. 图 示 说 明 E. coli DNA 聚合 酶 的 校正 过 程 。 

10. E.coli DNA RAM I 具有 哪些 活性 ? 在 
DNA 复制 过 程 中 都 具有 什么 作用 ? 

11. Klenow 片段 与 完整 的 E. coli DNA RABE 1 
有 何不 同 ? 哪 种 酶 用 于 缺口 翻译 ? 哪 种 酶 用 于 DNA 
末端 补 齐 ? 为 什么 ? 

12. 对 于 E.coli 的 3 种 DNA 聚合 酶 ， 哪 个 是 
DNA 复制 必需 的 ， 列 举 相关 的 证 据 。 

13. pol M 的 哪个 核心 亚 基 具 有 DNA RANE 
性 ? 如 何 确定 该 亚 基 ? 

14. pol M 的 哪个 核心 亚 基 具 有 校正 活性 ? 如 何 
确定 该 亚 基 ? 

15. 从 校正 的 必要 性 说 明 在 DNA 复制 过 程 中 引 
发 存在 的 合理 性 。 

16. 列表 说 明 真 核 生物 DNA 泰 合 酶 的 种 类 及 其 
功能 ， 并 简要 列举 相关 的 证 据 。 

17. 比较 解 旋 酶 与 拓扑 异 构 酶 在 DNA 复制 过 程 
中 的 活性 异同 。 

18. 列举 SSB 在 DNA 复制 过 程 中 的 作用 。 

19. 解释 在 超 螺旋 DNA 的 一 条 链 上 产生 一 个 切 
口 即 可 消除 超 螺 旋 的 原因 。 

20. 如 何 得 知 DNA 旋转 酶 能 够 使 酶 上 的 一 个 酷 
氨 酸 残 基 与 DNA 分 子 形成 共 价 键 ? 该 共 价 键 形成 
的 作用 是 什么 ? 

21. 以 酵母 细胞 的 DNA 拓扑 异 构 酶 卫 为 例 并 
述 DNA 的 片段 穿越 模型 。 

22. 比较 UV 辐射 造成 的 DNA 损伤 与 X 射线 或 
7 射线 造成 的 DNA 损伤 之 间 的 差异 。 

23. 哪 两 个 酶 能 够 催化 直接 逆转 DNA 损伤 的 反 
应 ? 图 示 说 明 其 作用 方式 。 

24. 比较 碱 基 切除 修复 与 核 苷 酸 切 除 修复 的 异 
同 。 图 示 说 明 这 两 种 修复 过 程 。 这 两 种 机 制 分 别 负 
责 哪 种 类 型 DNA 损伤 的 修复 ? 

25. 在 人 类 细胞 的 碱 基 切 除 修复 过 程 中 ， 哪 种 
酶 具有 校正 功能 ? 列举 主要 的 证 据 。 

26. 描述 人 类 细胞 oxoG 修复 酶 hOGG1 与 ox- 


oG-C 碱 基 对 形成 的 复合 体 及 hOGG1 与 正常 G-C 碱 
基 对 形成 的 复合 体 的 晶体 结构 。 这 些 结构 如 何 阐释 
oxoG 可 被 切除 而 G 不 能 被 切除 的 原因 ? 

27. 转录 偶 联 NER 与 全 基因 组 NER 有 何不 同 ? 

28. 简要 阐述 哺乳 动物 细胞 修复 双 链 DNA 断裂 
的 非 同 源 末 端 连 接 机 制 ， 并 阐明 该 过 程 是 如 何 导致 
核 苷 酸 在 修复 位 点 处 发 生 丢失 。 

29. 在 大 多 数 着 色 性 干 皮 症 中 ， 哪 种 DNA 修复 
系统 发 生 了 缺陷 ? 为 什么 XP 患者 对 UV 光线 十 分 
敏感 ? XP 患者 修复 损伤 的 主要 替代 系统 是 什么 ? 

30. 在 XP-V 病例 中 ， 哪 种 DNA 修复 系统 发 生 
了 缺陷 ? 这 类 患者 的 皮肤 瘤 的 概率 低 于 典型 XP 患 
者 的 原因 是 什么 ? 如 果 NER 系统 失效 ，XP-V 患者 
修复 损伤 的 蔡 代 机 制 是 什么 ? 

31. 真 核 生 物 细胞 修复 双 链 DNA 断裂 损伤 需要 
染色 质 重建 的 原因 是 什么 ? 

32. 图 示 说 明 E. coli 细胞 的 错 配 修复 机 制 。 

33. 图 示 说 明 E. coli 细 胞 的 重组 修复 机 制 。 

34. 图 例 说 明 E. coli 细 胞 的 易 错 旁 路 系统 。 

35. 为 什么 说 重组 修复 和 易 错 旁 路 修复 并 不 是 
真正 的 修复 系统 ? 

36. 列举 DNA 聚合 酶 1 能 够 跨 胸 腺 喀 啶 二 聚 体 
和 AP 位 点 ， 而 不 能 跨 [6-4] 光 化 合 物 损 伤 进行 
DNA 复制 的 原因 ， 以 及 DNA 聚合 酶 a 均 不 能 跨 这 
些 损伤 位 点 进行 DNA 复制 的 原因 。 


分 析 题 


1. 为 什么 不 能 在 自然 界 观察 到 DNA 的 完全 连 
续 复 制 ? 

2. 你 正在 研究 一 种 蛋白 质 ， 推 测 该 蛋白 质 具有 
DNA 解 旋 酶 活性 ， 叙 述 如 何 通过 实验 证 实 这 一 活 
性 ， 并 给 出 阳性 结果 。 

3. 你 正在 研究 一 种 蛋白 质 ， 推 测 该 蛋白 质 具有 
DNA 拓扑 异 构 酶 活性 ， 叙 述 如 何 通过 实验 证 实 这 一 
活性 ， 并 给 出 阳性 结果 。 

4. 解释 DNA 损伤 与 突变 之 间 的 差异 。 以 E. coli 
DNA RAR V 的 突变 为 例 ， 说 明 DNA 损伤 与 突变 
之 间 的 差异 。 


翻译 徐 启 江 RE FAR 
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第 21 章 DNA 复制 I 工 ,详细 机 制 


人 类 染色 体 端 粒 : ARE MAL, REAMER (Source: Cal Harley /Geron 
Cor poration & Peter Rabinovitch, Univ. of Washington. ) 


通过 第 20 章 的 学 习 我 们 了 解 到 DNA 复制 是 半 
不 连续 复制 ， 且 引物 必须 在 DNA 合成 起 始 前 合成 。 
E.coli DNA 复制 需要 一 些 主要 和 蛋白质 的 参与 。 
DNA 复制 十 分 复杂 ， 涉 及 多 种 DNA 聚合 酶 。 在 本 
章 ， 我 们 将 详细 学 习 E. coli 和 真 核 生物 DNA 复制 的 
机 制 ， 以 及 不 同 生物 中 DNA 复制 的 3 个 阶段 : 起 
始 、 延 伸 和 终止 。 


21.1 复制 的 起 始 


我 们 已 经 了 解 到 ，DNA 复制 起 始 于 RNA 引物 
的 合成 ， 不 同 生物 体 合成 引物 的 机 制 不 同 ， 即 使 侵 
RE. coli 的 不 同 噬菌体 大肠 杆菌 噬菌体 其 合成 
引物 的 策略 也 存在 很 大 差异 。 大 肠 杆菌 只 苦 体 是 探 
FEE. coli DNA 复制 的 常用 工具 ， 因 为 它 是 一 类 简单 
生物 ， 主 要 依靠 宿主 蛋白 来 完成 自身 DNA 的 复制 。 


E. coli DNA 复制 的 引发 


在 第 20 章 已 经 提 到 ， 大 肠 杆 菌 噬菌体 M13 以 
宿主 RNA 聚合 酶 作为 引物 合成 的 引发 酶 (primase, 
引物 合成 酶 )， 是 偶然 发 现 的 有 关 噬 菌 体 DNA 复制 
引物 合成 的 第 一 个 事例 。 但 E. coli 及 其 他 噬菌体 的 
引发 酶 是 E. coli dnaG 基因 编码 的 DnaG 蛋白 。Ar- 
thur Kornberg 注意 到 ，E. coli RHA YURRE 
少 还 需要 一 种 蛋白 质 (DnaB，E. coli dnaB 基因 的 
产物 ) 来 完成 引物 的 合成 ， 至 少 在 后 随 链 的 引物 合 
成 时 需要 该 蛋白 质 的 参与 。 
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Arthur Kornberg 及 同事 在 分 析 单 链 噬菌体 
中 X174 的 DNA 没有 单 链 结合 蛋白 ) 由 单 链 转化 为 
双 链 时 发 现 了 DnaB 的 重要 性 ， 叭 菌 体 第 二 链 DNA 
的 合成 需要 先 合成 引物 ， 然 后 才能 进行 DNA 复制 。 
pol II 全 酶 催化 DNA 复制 ， 而 其 他 蛋白 质 则 用 于 引 
物 的 合成 。 在 该 实验 中 ，Kornberg 及 同事 发 现 有 3 
种 蛋白 质 是 DNA 复制 所 必需 的 ，DnaG (引发 酶 )、 
DnaB 和 pol II 全 酶 。 由 此 可 见 ，DnaG 和 DnaB 显 
然 是 引物 合成 所 必需 的 。Kornberg 将 参与 引物 合成 
的 蛋白 质 复合 体 称 为 引发 体 primosome)， 通 常 是 
指 DnaG 和 DnaB 这 两 种 蛋白 质 ， 尽 管 也 有 其 他 蛋白 
质 参与 了 引发 体 的 组 装 。 

E. coli 的 引发 体 是 可 以 移动 的 ， 但 它 沿 着 无 
SSB 结 合 的 环形 @X174 噬菌体 DNA 移动 时 ， 能 够 
不 断 地 重复 合成 引物 。 该 引发 体 同样 能 够 在 已 coli 
DNA 的 后 随 链 上 引发 网 崎 片段 的 合成 ， 而 RNA HE 
合 酶 或 引发 酶 只 能 在 复制 原点 处 引发 DNA 的 合成 。 

DAME OX174 和 G4 的 DNA 为 模式 底 物 ， 通 
过 两 条 基本 途径 可 以 鉴定 E.coli DNA 复制 体系 中 的 
重要 组 分 。 第 一 条 途径 是 运用 遗传 和 生物 化 学 方法 ， 
分 离 DNA 复制 缺陷 突变 体 ， 然 后 用 野生 型 细胞 的 蛋 
白质 对 突变 体 提取 物 进行 功能 互补 。 突 变 体 提取 物 只 
有 在 加 入 合适 野生 型 蛋白 质 后 才能 在 体外 进行 噬菌体 
DNA 的 复制 。 利 用 这 一 分 析 系 统 可 以 有 效 纯化 并 鉴 
别 这 些 蛋 白质 的 特征 。 第 二 条 途径 运用 经 典 的 生物 化 
学 方法 ， 纯 化 所 有 的 必需 组 分 ， 然 后 在 体外 重新 组 装 
成 复制 系统 。 作 为 重组 策略 研究 者 ，Kornberg 这 样 总 
结 自己 的 努力 :“ 我 一 直 坚信 ， 只 要 是 细胞 能 够 完成 


的 事情 ， 一 个 生物 化 学 家 就 应 该 能 够 完成 ， 他 (或 
她 ) 甚至 应 该 做 得 更 好 …… 换 一 种 说 法 ， 利 用 重组 系 
统 能 使 我 们 更 容易 地 创造 更 多 的 东西 .” 

E. coli DNA 复制 起 点 ”在 深入 讨论 复制 引发 之 
前 ， 先 研究 一 下 E.coli DNA 复制 的 独特 起 始 位 点 
oriC。 复制 起 点 是 正确 起 始 DNA 复制 所 必需 的 
DNA 位 点 ,我 们 可 以 通过 几 种 方式 定位 复制 起 点 ， 
但 如 何 才能 确 知 在 起 始 位 点 附近 起 始 复制 所 必需 的 
DNA 片段 长 度 ? 方法 之 一 是 克隆 包含 起 始 位 点 的 
DNA 片段 ， 将 其 插入 到 缺失 自身 复制 起 点 但 具有 搞 
生 素 抗 性 基因 的 质粒 载体 中 ， 然 后 通过 抗生素 选择 
能 够 进行 自主 复制 的 质粒 。 在 抗生素 存在 条 件 下 能 
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图 21.1 


起 始 复合 体 
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进行 复制 的 细胞 一 定 携带 功能 性 复制 起 点 。-- 且 获 
得 具有 功能 性 oriC 的 质粒 ， 我 们 就 可 以 通过 突变 包 
会 oriC 的 DNA 片段 ， 从 而 发 现 最 短 的 有 效 DNA JF 
列 。E. coli 的 最 小 起 始 位 点 序列 长 度 为 245bp， 在 
细菌 中 ， 复 制 原点 的 某 些 特征 是 保守 的 ， 而 且 它 们 
的 长 度 也 是 保守 的 。 

图 21.1 阐明 了 在 oriC 处 起 始 复制 的 步 又。 该 
复制 原点 有 4 个 9 聚 体 序列 ， 其 保守 序列 为 
TTATCCACA， 两 两 反 向 重复 。DNA 酶 足迹 实验 
表明 这 些 九 聚 体 序列 是 DnaA (DnaA 基因 的 产物 ) 
的 结合 位 点 ， 因 此 九 聚 体 序列 又 被 称 为 DnaA &, 
DnaA 有 助 于 DnaB 与 复制 原点 的 结合 。 


开放 复合 体 


DnaB DnaC 
(c) 


预 引发 复合 体 


复制 在 oriC 处 引发 。(a) 起 始 复合 体 的 形成 。 首 先 ，DnaA (黄色 ) 与 ATP HAERERE, E 


M HU 蛋白 ，DnaA/ATP 复合 体 结合 在 包含 4 个 九 聚 体 在 内 的 DNA 序列 上 ， 覆 盖 约 200bp 的 DNA 区 域 。 
HU 蛋白 可 能 导致 DNA JF Fi BEE OH. Cb) 开放 复合 体 的 形成 。 随 着 HU 蛋白 引起 DNA FES h, 
DnaA 的 结合 显然 会 破坏 邻近 的 十 三 聚 体重 复 序列 的 稳定 性 ， 并 引起 这 一 区 域 DNA 的 解 链 。DnaB 蛋白 就 
会 结合 在 解 链 的 区 域 .(c) 预 引发 复合 体 的 形成 。DnaC 蛋白 结合 在 DnaB 蛋白 上 有 助 于 DnaB 蛋白 与 DNA 


结合 。(d) 引发 。 最 后 ， 
Kornberg and Tania Baker. ) 


DnaA 能 够 促进 oriC 左 侧 十 三 聚 体重 复 序列 的 
解 聚 ， 有 利于 DnaB 与 复制 原点 结合 而 形成 开放 复 
合体 (open complex)。 与 开放 启动 子 复合 体 类 似 、 
在 开放 复合 体 中 ，DnaB 结合 在 解 链 的 DNA 区 域 
E. 在 BX 174 引发 体 组 装 时 ，DnaC 与 DnaB 结合 
并 帮助 其 与 复制 原点 结合 。 

此 证 据 也 强 有 力 地 表明 ，DnaA 能 够 直接 协助 
DnaB 与 DNA 的 结合 。 在 R6K 质粒 发 夹 茎 环 结构 的 
葵 部 存在 一 个 dnaA 盒 ， 当 DnaA 与 之 结合 时 DnaB 
CE DnaC 的 帮助 下 ) 也 能 与 dnaA MAA. HF 
dnaA BISA BARR, BUC DnaA 会 直接 影响 
DNA 与 Dnab 之 间 的 结合 。 


引发 酶 〈 紫 色 ) 结合 到 这 个 预 引发 体 上 ， 形 成 引发 体 ， 引 发 体 合成 引物 起 始 
DNA 的 复制 。 箭头 代表 引物 。( Source: Adapted from DNA Replication, 2/e, 


(plate 15) by Arthur 


至 少 还 有 两 种 其 他 因子 参与 了 oriC 处 开放 复合 
体 的 形成 。 第 一 个 因子 是 RNA 聚合 酶 ， 该 酶 虽 不 
能 像 在 M13 噬菌体 复制 中 那样 起 引发 酶 作用 ， 但 仍 
发 挥 着 基本 功能 。 因 为 利 福 平 能 够 阻 断 引发 体 的 组 
装 ， 所 以 RNA 聚合 酶 活性 是 必需 的 ， 其 作用 可 能 
是 合成 能 形成 R 环 〈 参 见 第 14 章 ) 的 RNA 片段 。 
有 R 环 可 以 靠近 oriC 位 点 ,但 不 会 插入 其 中 。 第 二 个 
因子 是 碱 性 DNA 结合 蛋白 HU， 能够 诱导 与 之 结合 
的 双 链 DNA RESH, Z R 环 共 同 作用 下 ， 使 DNA 
双 螺 旋 失 去 稳定 性 ， 易 于 解 链 而 形成 开放 复合 体 。 

最 后 ，DnaB 促 进 引发 酶 DnaG 的 结合 ， 完 成 引 
发 体 的 组 装 ， 从 而 引发 DNA 的 复制 。 引 发 体 伴随 具 
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有 延伸 功能 的 复制 体 Creplisome) 而 发 挥 以 下 作用 : 
首先 , 重复 引发 后 随 链 网 崎 片段 的 合成 ; Hk, 
DnaB 作为 解 旋 酶 打开 DNA 双 链 ， 为 前 导 链 和 后 随 链 
的 复制 提供 模板 。DnaB 沿 后 随 链 模板 按 5 一 3 方向 
移动 而 解 旋 DNA, 复制 叉 的 移动 方向 与 之 相同 。 引 
发 体 错 定 在 后 随 链 模 板 上 引发 风 崎 片段 的 合成 。 

小 结 ”在 E.coli 中 ,引物 的 合成 需要 DNA 解 
旋 酶 、DnaB 和 引发 酶 DnaG 在 复制 原点 oriC 处 组 
装 形成 引发 体 。 具 体 组 装 过 程 如 下 :DnaA 与 oriC 
内 的 dnaA RAR, H RNA RAN, HU 蛋白 协 
同 作用 ， 使 邻近 dnaA 盒 最 左 侧 的 DNA 区 域 发 生 
解 链 ; 随后 ，DnaB 与 开放 复合 体 结合 ， 并 协助 引 
发 酶 的 结合 ， 从 而 形成 完整 的 引发 体 。 引 发 体 与 复 
制 体 一 起 重复 引发 后 随 链 冈 崎 片段 的 合成 。 在 复制 
进程 中 ，DnaB 发 挥 解 旅 酶 活性 使 双 链 DNA WENE. 


真 核 生物 DNA 复制 的 引发 


真 核 生 物 DNA 的 复制 要 比 细菌 DNA 的 复制 复 
RASS 真 核 生物 的 基因 组 较 大 。 每 条 染色 体 
上 必须 具有 多 个 复制 原点 ， 才 能 解决 真 核 生 物 复制 
又 移动 较 慢 的 问题 ， 否 则 ， 就 不 可 能 在 较 短 的 时 间 
内 《〈 仅 为 几 分 钟 的 S 期 ) 完成 复制 。 由 于 复制 原点 
的 多 重 性 以 及 其 他 因素 ， 鉴 别 真 核 生物 DNA 复制 
原点 的 研究 工作 要 远 远 滞后 于 原核 生物 。 但 是 ， 当 
分 子 生物 学 家 面临 这 样 一 个 复杂 问题 时 ， 他 们 通常 


将 该 问题 诉 诸如 病毒 等 简单 系统 ， 从 而 获得 有 关 宿 
主 的 线索 。 根 据 这 样 的 策略 ， 科 学 家 在 1972 年 鉴别 
出 了 猴 病 毒 SV40 的 DNA 复制 原点 。 下 面 我 们 将 依 
次 探讨 真 核 生 物 及 酵母 DNA 的 复制 原点 。 

猴 病 毒 SV40 的 DNA 复制 原点 ”由 Norman 
Salzman 和 Daniel Nathans 领导 的 两 个 研究 小 组 分 别 
于 1972 年 鉴别 出 了 猴 病 毒 SV40 的 DNA 复制 原点 ， 
并 发 现 该 原点 能 够 起 始 双 向 复制 。Salzman 的 研究 
策略 是 用 EcoRI 在 一 特定 位 点 切割 正在 复制 的 SV40 
DNA 分 子 (尽管 EcoRI 在 此 之 前 不 久 才 被 发 现 并 确 
定 其 性 质 , 但 Salzman 已 知道 SV40 DNA 上 只 有 一 
个 EcoRI 的 酶 切 位 点 )， 切 割 后 ，Salzman 及 同事 在 
电子 显微镜 下 观察 这 些 分 子 〈 图 21. 2)。 研 究 者 只 
观察 到 1 个 复制 泡 ， 说 明 在 SV40 DNA 分 子 上 只 有 
1 个 复制 原点 。 而 且 还 观察 到 复制 泡 向 两 个 方向 生 
长 ,在 单一 复制 原点 处 形成 2 个 相向 远离 的 复制 又 。 
分 析 研 究 发 现 ， 复 制 原点 与 EcoRI 酶 切 位 点 之 间 的 
距离 长 度 约 为 基因 组 全 长 的 33%， 但 我 们 无 法 分 辨 
哪 一 个 方向 是 远离 EcoRI 位 点 的 ， 因 为 SV40 DNA. 
为 环形 分 子 ， 且 图 片上 除了 单一 的 EcoRl 位 点 外 ， 
再 无 其 他 任何 标记 。 但 是 ，Nathans 用 另 一 种 限制 
性 内 切 核酸 酶 (Hind ID 进行 实验 ， 并 将 实验 结果 

与 Salzman 的 实验 结果 进行 综合 ， 最 终 将 复制 原点 
定位 在 与 SV40 控制 区 重 肥 的 位 置 上 ， 靠 近 GC RR 
具有 72bp 重复 序列 的 增强 子 图 21. 3), 


图 21.2 不 同 复制 阶段 的 SY40 DNA 分 子 。 从 (a) 
到 G) 是 按 复制 推进 的 程度 顺序 排列 的 DNA 分 子 。 
除 G) 图 外 ， 其 他 图 片 的 DNA 短 臂 都 定位 在 左 侧 。 
@ 图 中 ,复制 已 经 越过 了 EcoRI 位 点 ， 所 以 短 辟 
不 再 存在 。 O 图 的 箭头 指示 是 无 关 的 短 DNA 片 
BL. (© 图 的 标尺 长 为 lpm。(Source: Fareed, G. 


C. , C. F. Garon and N. P. Salzman, Origin and direction of Simian virus 40 DNA replication. Journal of Vi- 


rology 10 (1972) f.4, p.489, by permission of American Society of Microbiology. ) 
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晚期 转录 


早期 转录 
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图 21.3 SV40 ori 在 转录 调控 区 中 的 定位 。ori 核心 序列 绿色) 包含 部 分 早期 
区 TATA 盒 和 早期 转录 起 始 位 点 序列 区 。 粉 色 箭头 表示 从 起 始 位 点 向 两 侧 进行 


双向 复制 。 黑 色 箭 头 表示 转录 起 始 位 点 。 


长 度 为 64bp 的 最 小 ori 序列 (ori 核心) (图 
21.4) 包含 以 下 几 个 重要 元 件 : D4 个 5 聚 体 (5- 
GAGGC-3 )， 是 病毒 早期 转录 区 域 的 主要 产物 大 T 
抗原 的 结合 位 点 ，@15bp 的 回 文 序列 ， 是 DNA 复 
制 起 始 时 的 解 聚 区 域 ，@ 仅 含 AT 碱 基 对 的 17bp 序 
列 ， 可 能 有 助 于 回 文 序 列 的 解 旋 。 

ori 核心 周围 的 一 些 其 他 元 件 也 参与 了 复制 的 起 
始 , 包括 2 个 额外 的 大 抗原 结合 位 点 (图 21.4) 
以 及 位 于 ori 核心 左 侧 的 GC fk. GC 盒 对 复制 起 始 
有 10 售 的 促进 作用 ， 如 果 缩减 GC 盒 数目 或 被 移动 
至 距离 ori 核心 180bp 的 位 置 处 ， 其 促进 复制 起 始 
的 作用 将 被 减弱 或 消失 。 该 效应 与 已 coli RNA 聚合 
WEEE or iC 处 参与 复制 起 始 的 效应 相 类 似 。 不 同 之 处 
Hk: SV40 ori 不 需要 转录 的 发 生 ， 转 录 因 子 Spl 与 
GC 结合 足以 启动 复制 。 

一 旦 大 工 抗原 与 SV40 ori 位 点 结合 ， 即 行使 解 
旋 酶 功能 ， 将 DNA 解 旋 并 为 引物 的 合成 做 好 准备 。 
真 核 细 胞 的 引发 酶 与 DNA 聚合 酶 有 关 ， 并 且 是 
SV40 DNA 复制 的 引发 酶 。 

小 结 SVAO 复制 原点 靠近 转录 控制 区 域 。 
复制 的 引发 依赖 于 大 了 抗原 与 一 个 64bp 的 ori 核 
心 及 两 个 邻近 位 点 的 结合 并 行使 解 旋 酶 的 活性 ， 
在 ori 核心 区 打开 一 个 复制 论 。 引 发 在 引发 酶 的 
作用 下 进行 ， 它 与 寄主 的 DNA RAN a 有关。 

酵母 DNA 的 复制 原点 目前， 有 关 真 核 生 物 
DNA 复制 原点 的 多 数 信息 都 是 由 酵母 提供 的 。 酵 母 
作为 最 简单 的 真 核 生物 已 被 广泛 地 用 于 遗传 学 分 析 ， 
所 以 ， 对 酵母 的 遗传 学 特征 已 有 了 很 好 的 了 解 。 早 在 
1979 年 ，Hsiao 和 Carbon 研究 发 现 ， 有 一 段 DNA 序 
列 能 够 独立 于 酵母 染色 体 而 自主 复制 ， 表 明 该 序列 包 
含有 复制 原点 。 将 该 片段 上 的 ARGE 基因 克隆 到 质 
粒 载体 中 ， 该 载体 能 够 使 argt -突变 体 细胞 转化 为 能 
够 在 缺乏 精 氨 酸 的 培养 基 上 生长 的 ARG 酵母 细胞 。 
任何 能 够 在 此 培养 基 上 生长 的 酵母 细胞 一 定 整合 有 质 
粒 中 的 ARG4I- 基因 ， 目 一 定 以 某 种 方式 使 基因 发 生 
了 增殖 。 通 过 重组 将 基因 整合 到 宿主 染色 体 上 是 基因 
增殖 的 途径 之 一 ， 尽 管 重组 的 频率 很 低 ， 仅 为 10 ~ 
107. Hsiao 和 Carbon 获得 了 重组 频率 高 达 10 一 的 
ARGS” 质粒 ， 在 酵母 与 已 coli 之 间 来 回 穿梭 不 会 使 


质粒 结构 发 生 任何 改变 ， 而 与 酵母 基因 组 发 生 重组 则 
会 使 质粒 结构 发 生 显著 改变 。 因 此 ， 研 究 者 推断 ， 克 
降 到 质粒 上 的 酵母 DNA 片段 可 能 含有 复制 原点 。 同 
样 是 在 1979 年 ，Davis 及 同事 进行 了 类 似 的 研究 实 
验 ， 携 带 酵 母 DNA 片段 的 质粒 能 够 将 trp” 酵母 细胞 
转化 为 TRP* 细胞 ， 研 究 者 将 这 段 850bp 长 的 酵母 片 
自称 为 自主 复制 序列 1 (autonomously replicating se- 
quence 1, ARS). 

尽管 这 些 早期 的 研究 很 有 启发 性 ， 但 研究 者 并 
未 能 证 明 DNA 复制 确实 是 从 ARS 序列 开始 的 。 为 
了 证 实 ARS! 确实 具有 复制 原点 的 关键 特性 ，Boni- 
ta Brewer 和 Walton Fangman 用 双向 电泳 方法 检测 
携带 ARSI 的 质粒 复制 的 起 始 位 点 。 双 向 电泳 技术 
的 原理 是 ， 在 凝 胶 电泳 时 ， 环 状 和 分 支 状 DNA 分 
子 在 凝 胶 中 的 迁移 率 要 低 于 相同 大 小 的 线性 DNA 
分 子 ， 尤其 是 在 高 压 或 高 琼脂 糖 浓度 条 件 下 差异 更 
为 明显 。Brewer 和 Fangman 制备 了 以 ARSI 作为 叭 
一 复制 原点 的 质粒 ， 使 之 在 同步 化 的 酵母 细胞 中 复 
制 ， 然 后 分 离 复制 中 间 体 〈replication intermediate, 
RI)， 用 限制 性 内 切 核酸 酶 处 理 ， 使 复制 中 间 体 线性 
化 ， 于 低 电压 和 低 琼脂 糖 浓 度 条 件 下 进行 第 一 维 电 
tk, DNA 分 子 依据 其 大 小 进行 初步 分 离 ， 随 后 在 高 
电压 和 高 琼脂 糖 浓度 条 件 下 进行 第 二 维 电泳 ， 从 而 
延缓 环 状 和 分 支 状 DNA 分 子 在 凝 胶 中 的 迁移 率 。 
最 后 用 标记 的 质粒 特异 DNA 与 凝 胺 上 的 DNA 进行 
Southern 斑点 杂交 ， 检 测 电泳 结果 。 

图 21. 5 为 假定 长 度 为 1kb 的 片段 在 形成 各 种 分 
支 状 和 环 状 RI 分 子 后 在 凝 胶 上 电泳 行为 的 理想 模 
R. 简单“Y” 形 〈 图 21. 5a) 是 1kb 线性 片段 的 右 
末端 带 有 一 个 微小 的 “Y” 形 ， 其 电泳 行为 基本 与 
线性 片段 相同 。 随 着 复制 叉 由 右 向 左 移动 ，“Y” 不 
断 变 大 ， 在 第 二 维 电泳 垂直) 中 迁移 速率 变 慢 ， 
随 着 “Y” 变 得 更 大 ， 其 茎 部 很 短 ， 电 泳 行为 更 接 
近 于 2kb 的 片段 ， 在 图 21. 5a 中 用 带 有 一 垂直 短线 
的 水 平 线条 表示 这 种 形状 的 DNA 分 子 。 随 着 复制 
叉 的 继续 移动 ， 越 来 越 像 线性 分 子 ， 其 迁移 速率 也 
相应 升 高 ， 直至 复制 叉 到 达 片 段 的 末端 。 在 这 一 点 
上 ， 这 些 分 子 的 形状 ， 即 迁移 率 十 分 接近 于 2kb 的 线 
性 片段 。 这 种 行为 导致 弧 形 模式 的 产生 ， 弧 形 的 顶端 
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图 21.4 SV40 ori 核心 区 的 结构 。 在 碱 基 对 位 数 下 显示 SV40 DNA ori 核心 区 序列 ， 即 从 5211 位 碱 基 对 
到 31 位 碱 基 对 间 的 序列 。 回 文 序列 区 、T 抗 原 结合 位 点 、A-T 区 的 位 置 在 顶部 标 出 。 箭 头 指示 出 T 抗 原 
结合 位 点 上 4 个 五 聚 体 的 方向 。 柱 形 图 显示 了 在 许多 位 点 中 进行 点 突变 后 的 影响 ， 值 得 注意 的 是 ， 只 有 一 
个 片段 的 位 置 是 突变 的 。(Source: Adapted from Deb, S., A. L.DeLucia, A.Koff, S. Tsui and 
P. Tegtmeyer, The adenine-thymine domain of the simian virus 40 core antigen directs DNA bending and co- 
ordinately regulates DNA regulation. Molecular and Cellular Biology 6; 4582, 1986. ) 
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(b) (c) (d) 
双 “Y” 形 非 对 称 泡 形 


(a) 
简单 “Y” 形 HIE 


图 21.5 各 种 复制 中 间 体 类 型 在 双向 凝 胶 电 
泳 中 的 理论 上 的 迁移 特征 。 图 (a) ~ (dd 
的 上 半 部 分 显示 了 正在 生长 的 简单 “Y” 形 、 
泡 形 、 双 “Y” 形 及 非 对 称 泡 形 ， 其 中 非 对 
称 泡 形 在 复制 过 程 中 可 以 转化 成 单 “Y” 形 。 
图 的 下 半 部 分 描述 了 推测 的 各 种 正在 生成 的 
复制 中 间 体 在 1kb 到 2kb 大 小 内 与 其 线性 形 


式 (虚线 所 示 ) 电泳 率 的 偏离 。( Source: 
Adapted from Brewer, B. J. and W. L. Fang- 
man, The localiztion of replication origins on 
ARS plasmids in S. cerevisiae, Cell 51: 


464, 1987. ) 


对 应 于 线性 片段 复制 到 一 半 时 形成 的 “Y” 形 分 子 ， 
此 时 片段 的 形状 最 不 像 线性 分 子 。 

图 21. Sb 为 泡 状 片段 预期 的 电泳 行为 。 同 样 以 
1kb 线性 片段 为 例 ， 只 是 在 片段 中 部 有 一 微小 的 泡 
状 结构 ， 随 着 泡 状 结构 不 断 变 大 ， 迁 移 速 率 变 得 越 
来 越 慢 ， 电 泳 后 ， 形 成 图 底部 所 示 的 弧 形 泳 动 曲线 。 
图 21. 5c 为 双 “Y” 形 片段 的 迁移 行为 模式 ， 当 2 个 
复制 叉 移 动 到 接近 片段 中 部 位 置 时 ，RI 的 分 支 逐 渐 
增 大 ， 其 迁移 率 也 相应 地 呈 线 性 递减 。 图 21. 5d 为 
泡 状 结构 处 于 片段 非 对 称 位 置 处 时 的 电泳 行为 模式 、 
复制 开始 时 为 泡 状 ， 当 复制 叉 移动 越过 片段 右 末端 
的 限制 酶 酶 切 位 点 后 ， 由 泡 形变 为 “Y” 形 。RI 的 
迁移 率 反 映 了 这 种 跃 变 : 迁移 曲线 开始 像 是 泡 形 分 
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子 的 迁移 行为 ， 然 后 突然 变 成 “Y” 形 分 子 的 迁移 
行为 ， 明 显 不 连续 的 迁移 曲线 准确 地 显示 ， 当 复制 
又 移动 越过 限制 酶 酶 切 位 点 后 ， 片 段 由 泡 形 转变 为 
“Y" JB. 

这 种 特性 对 于 确定 复制 原点 的 位 置 特别 有 用 。 例 
如 ， 在 图 21. 5d 中 ， 曲 线 的 中 部 发 生 了 间断 ， 在 第 一 
维 电泳 中 此 迁移 率 对 应 于 1. 5kb 片段 ， 这 说 明 “Y” 
形 分 子 的 每 条 臂 的 长 度 达到 500bp。 假 定 2 个 复制 又 
移动 速度 相同 ， 则 复制 原点 与 片段 右 未 端 相 
FE 250bp。 

现在 , 让 我 们 了 解 这 项 研究 工作 的 实施 过 程 。 
Brewer 和 Fangman 选用 只 能 对 携带 ARS 的 质粒 切 
割 1 次 的 限制 性 内 切 核酸 酶 ， 如 果 复 制 原点 确实 位 于 


图 21.6 ARSI 复制 原点 的 定位 。(a) Bgl 
酶 切 2um 质粒 后 的 结果 。 上 图 : Bglll 酶 切 
RI 后 的 预期 示意 图 ， 假 定 起 点 位 于 ARS 中 
Bgl 酶 切 位 点 附近 。 泡 状 结构 含有 已 经 复 (2) 
制 的 DNA， 因 此 有 两 个 Bgil1 位 点 (箭头 标 
为 B)， 从 两 个 位 点 切 开 后 产生 图 中 所 示 的 
双 “Y” 形 中 间 体 。 下 图 : 实验 结果 显示 推 
测 的 双 “Y” 形 中 间 体 的 直线 辟 。 (b) Poul 
酶 切 质粒 后 的 结果 。 上 图 : Pul KH RIER 
预期 示意 图 。 假 定 原点 位 于 ARS 中 Poul 位 
点 的 对 面 。 下 图 ， 实验 结果 显示 生成 的 弧 形 
结构 ， 其 近 末 端 是 不 连续 的 。 这 也 正 是 我 们 
预想 有 关 当 复制 又 移 动 越过 片段 右 末 端的 
Poul 酶 切 位 点 后 由 泡 形变 为 “Y” 形 的 结果 ， 
这 两 个 结果 都 证 实 了 有 关 复制 原点 位 于 ARS 
内 的 推测 。NC 表示 具有 切口 的 环形 分 子 ; 较 
大 的 空心 箭头 指向 较 大 的 “Y” 形 或 非 对 称 
“Y"” 形 分 子 在 复制 又 移动 越过 Poul 酶 切 位 点 
的 电 沪 结果， 数字 表示 kb 的 大 小 。( Source: 
Brewer, B.J.and W. L. Fangman, The lo- 
calization of replication origins on ARS plas- 
mids in S. cerevisiae. Cell 51 (6 Nov 1987) 
{.8, p.469. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 
ARSI 内 ， 那 么 ， 切 割 位 点 将 会 提供 十 分 有 价值 的 信 
息 ， 图 21.6 的 上 方 显 示 了 2 个 酶 切 位 点 的 位 置 ， 图 
版 下 方 为 实验 结果 。 首 先 值得 我 们 注意 的 是 ， 放 射 自 
显影 图 像 十 分 简明 ， 与 图 21.5 中 模式 相对 应 ， 这 说 
明 在 ARS] 内 只 有 1 个 复制 原点 ， 和 否则 ， 会 形成 由 各 
种 不 同 RI 组 成 的 混合 物 ， 实 验 结果 也 会 变 得 更 为 
复杂 。 

预测 的 ARS] 内 原点 邻近 Beil 酶 切 位 点 (B, 
图 21, 6a)， 若 用 Bgill 酶 切 RI， 则 会 产生 双 “Y” 
形 RI 分 子 。 正 如 图 21. 6a 下 半 部 分 所 示 ， 放 射 自 显 
影 图 像 确实 几乎 呈 线 形 ， 与 “Y” 形 RI 的 预测 结果 
一 致 。 图 21. 6b 显示 ，Pvul 酶 切 位 点 〈P) 与 预测 
的 复制 原点 之 间 的 距离 几乎 为 质粒 DNA 长 度 的 一 
半 ， 因 此 ， 经 Poul 酶 切 后 会 产生 如 图 21. 6b 上 方 所 
示 的 泡 形 RI 分 子 ， 图 21. 6b 下 方 的 放射 自 显影 图 像 
显示 了 Brewer 和 Fangman 观察 到 的 电泳 迁移 曲线 
的 不 连续 性 ， 同 预想 的 那样 ， 当 1 个 复制 又 移动 到 
Poul 酶 切 位 点 时 ， 泡 形 RI 分 子 在 最 末端 转化 为 极 
不 对 称 的 大 “Y” 形 RI 分 子 ， 这 种 跃 变 会 使 电泳 迁 
移 曲线 发 生 间断 。 这 2 个 实验 结果 证 实 了 事先 预想 ， 
WR ARS 包含 复制 原点 ， 则 该 复制 原点 位 于 Bg 
酶 切 位 点 附近 。 

York Marahrens 和 Bruce Stillman 通过 接头 扫 
描 实验 确定 了 ARS 内 的 重要 区 域 。 研 究 者 构建 了 
一 个 类 似 Brewer 和 Fangman 使 用 过 的 重组 质粒 ， 
该 重组 质粒 包含 : DARS1 位 于 一 段 185bp 的 DNA 
序列 内 ， 四 一 个 酵母 着 丝 粒 ; @ 选 择 性 标记 URA3， 


4.45% 4.45% 


能 够 使 wra3-52 酵母 细胞 在 缺乏 尿 喀 啶 的 培养 基 上 
生长 。 研 究 者 用 8bp Xhol 接头 系统 置换 ARSI 区 城 
内 的 正常 DNA 序列 ， 然 后 进行 接头 扫描 (参见 第 
10 章 )。 用 接头 扫描 突变 体 转化 酵母 细胞 后 ， 在 缺 
乏 尿 喀 啶 的 培养 其 上 进行 第 选 。 由 于 每 一 个 质粒 都 
携带 有 着 丝 粒 ， 可 保证 质粒 的 正确 分 离 ， 但 一 些 包 
含 ARSI 突变 序列 的 转化 细胞 比 包含 野生 型 ARSI 
序列 的 转化 细胞 生长 要 慢 。 其 可 能 的 解释 是 ， 由 于 
ARSI 发 生 突变 而 导致 DNA 复制 不 足 。 

为 验证 这 个 假设 ，Marahrens 和 Stillman 在 含 尿 
喀 喧 的 非 选择 培养 基 上 将 所 有 的 转化 细胞 培养 14 
代 ， 然 后 将 转化 细胞 培养 在 缺乏 尿 喀 啶 的 选择 培养 
基 上 ， 以 观察 哪 一 种 转化 细胞 不 能 稳定 生长 传代 ， 
其 原因 可 能 是 这 些 不 稳定 质粒 携带 的 突变 干扰 了 
ARSI 的 功能 。 图 21. 7 是 该 实验 的 结果 。ARSI 有 4 
个 重要 的 区 域 ， 根 据 其 对 质粒 稳定 性 影响 作用 的 递 
减 次 序 而 分 别 被 命名 为 A、B1、B2 和 B3。 元件 A 
长 15bp， 包含 一 个 长 11bp 的 ARS 保守 序列 ， 

5'-RTTTAQTTT;-3' 

当 该 序列 发 生 突变 时 ，ARSI1 会 丧失 全 部 活性 。 
其 他 区 域 的 突变 则 不 会 产生 如 此 强烈 的 影响 ， 特 别 
是 在 选择 培养 基 上 。 然 而 ， 通 过 凝 胶 电泳 分 析 表 明 ， 
BS 发 生 突变 会 对 质粒 DNA 弯曲 产生 明显 影响 ， 柱 
形 图 下 方 的 染色 凝 胶 显 示 ，B3 区 域 发 生 突变 后 ， 质 
粒 DNA 的 电泳 迁移 率 增高 ，Marahrens 和 Stillman 
认为 这 是 ARS] 发 生 弯曲 的 结果 。 

存在 于 ARS] 中 的 4 个 重要 区 域 是 否 是 ARS 发 
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挥 功 能 所 必需 的 ? Marahrens 和 Stillman 构建 了 一 个 
合成 的 ARS1， 其 4 个 区 域 为 野生 型 序列 ，ARSI 中 4 
个 区 的 间隔 距离 与 里 生 型 情况 一 致 ， 只 是 这 4 个 区 两 
两 间 的 距离 是 随机 的 。 一 个 携带 合成 ARSI 序列 质粒 
的 酵母 细胞 在 非 选择 培养 基 上 几乎 与 携带 野生 型 
ARSI 质粒 的 酵母 细胞 一 样 能 够 稳定 传代 ， 这 说 明 ， 
通过 接头 扫描 实验 确定 的 这 4 个 区 对 ARS 发 挥 功能 


来 讲 是 必需 的 。 研 究 者 用 11bp 的 ARS 保守 序列 取代 
长 15bp 的 A 区 后 ， 质 粒 的 稳定 性 会 显著 降低 ， 这 说 
明和 A 区 的 其 他 4bp 对 于 ARS 活性 也 是 必需 的 。 

小 结 酵母 复制 原点 包含 的 自主 复制 序列 
(ARS) 拥有 A, Bl, B2 和 .B3 4 个 重要 区 域 。A 
区 长 15bp， 其 中 11bp 序列 在 ARS 中 是 高 度 保守 
的 。B3 区 可 在 ARSI 内 形成 重要 的 DNA Bah. 


图 21.7 ARSI 接头 扫描 分 析 。Marahrens 和 Stillman 用 接头 替换 含 酵母 着 丝 粒 和 LURA3 选择 性 标记 质粒 中 
的 全 部 ARS1 序列 。 为 检测 突变 体 的 复制 效率 ， 将 突变 体 于 基本 培养 基 上 培养 14 代 ， 然 后 于 选择 培养 基 
(无 尿 喀 啶 ) 上 筛选 。 相 邻 3 个 竖 条 显示 3 个 独立 实验 对 每 个 突变 质粒 鉴定 的 结果 。 结 果 以 含 质粒 的 酵母 细 
胞 (分 析 它 们 的 生长 情况 ) 所 占 的 百分比 表示 。 应 该 注意 的 是 在 基本 培养 基 上 ， 即 使 是 含 野生 型 质粒 的 
酵母 细胞 也 仅 有 43%% 能 够 稳定 传代 〈 右 侧 稍 头 所 示 )。 通 过 实验 ， 鉴 定 出 4 个 重要 区 域 (A、B1、B2 和 
B3), 突变 区 域 在 图 底部 用 碱 基 位 数 标明 。 底 部 的 染色 凝 胶 显示 各 突变 质粒 电泳 的 迁移 率 。 注意 ，B3 突变 
质粒 泳 动 速率 的 变化 说 明 该 质粒 DNA 构象 发 生 了 改变 。( Source: Marahrens, Y. and B. Stillman, A yeast 


chromosomal origin of DNA replication defined by multiple functional elements. Science 255 (14 Feb 1992) 


{.2, p.819. Copyright © AAAS. ) 


21.2 延伸 


一 旦 引物 在 某 处 结合 , 便 可 起 始 真正 的 DNA 复 
制 (延伸 )。pol TI 全 酶 是 E.coli 的 DNA 复制 酶 ， 
DNA 聚合 酶 8 是 真 核 生物 的 DNA 复制 酶 ， 承 担 着 前 
导 链 和 后 随 链 的 延伸 。E. coli DNA 复制 系统 研究 得 较 
为 透彻 ， 研 究 数 据 显示 该 系统 通过 一 种 精巧 方式 协调 
后 随 链 和 前 导 链 的 合成 ， 并 保持 pol M 全 酶 与 模板 的 
结合 从 而 使 复制 具有 很 高 的 进行 性 ， 以 保证 较 快 的 复 
制 速度 ， 下 面 我 们 将 学 习 . coli DNA 复制 的 延伸 机 制 。 


复制 的 速度 
Minsen Mok 和 Kenneth Marians 研究 了 pol II] 
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全 酶 在 体外 进行 DNA 复制 时 ， 复 制 又 的 移动 速度 。 
研究 者 构建 了 能 够 进行 滚 环 复制 的 环形 模板 图 
21. 8)。 该 模板 的 尾部 用 *P 标记 且 带 有 用 于 引发 复 
制 的 3 -自由 羟基 。Mok 和 Marians 将 此 模板 与 全 
酶 、 预 引发 体 蛋 白 和 SSB 温 育 ， 或 将 模板 只 与 DnaB 
解 旋 酶 温 育 ， 每 隔 10s 提取 标记 DNA 产物 ， 通 过 凝 
胶 电泳 测量 产物 的 长 度 。 图 21. 9a 和 图 21. 9b 是 这 
两 个 反应 的 实验 结果 ， 图 21. 9c 为 两 个 反应 中 复制 
叉 移动 速率 曲线 图 ，730nt/s 的 移动 速率 接近 于 体内 
约 1000nt/s 的 移动 速率 。 

此 外 ,延伸 过 程 具 有 很 高 的 进行 性 。 进 行 性 是 
指 酶 长 时 间 催化 DNA 合成 而 不 与 模板 脱离 造成 重 
新 起 始 的 性 能 。 由 于 重新 起 始 是 一 个 耗 时 的 过 程 且 
在 DNA 复制 过 程 中 几乎 没有 可 被 浪费 的 时 间 ， 所 
有 延伸 过 程 必须 具有 很 高 的 进行 性 。 为 测量 进行 性 ， 


图 21.8 用 于 体外 测定 复制 叉 移 动 速率 
的 人 工 合成 模板 。Mok 和 Marians 将 f1 
哈 菌 体 的 具 6702nt 的 正 链 (红色 ) 与 一 


BSI 绿色) 一 起 退火 ， 两 者 杂交 的 
区 域 为 282nt (黄色 )。 这 个 引物 含有 巴 po 人 用 
引发 体 装配 位 点 橙色)。 利 用 pol II 全 68 


酶 和 单 链 结合 蛋白 SSB 延伸 引物 而 产生 Cs 
负 链 〈 蓝 色 )， 这 一 产物 是 进行 多 轮 滚 环 

复制 的 双 链 模板 ，3'- 自 由 羟基 可 作为 引 

物 。(Source: Adapted form Mok, M. and K. J. Marians, The Escherichia coli preprimosome and DNA B heli- 
case can form replication forks that move at the same rate. Journal of Biological Chemistry 262: 
16645, 1987.) 
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图 21.9 体外 测量 复制 叉 的 移动 速率 。Mok 和 Marians 以 图 21. 8 所 示 具 标记 尾部 的 负 链 为 模板 ， 在 体外 
使 之 与 pol II 全 酶 反应 ， 在 体系 中 加 入 : (a) 预 引发 体 蛋白 (不 包含 DnaG); R (b) DnaB。 每 隔 10s Hè 
取 标 记 DNA 产物 ， 电泳 并 放射 自 显 影 检测 。 条 带 1 表示 刚 开始 即 0s、 条 带 2 表示 反应 进行 至 10s， 电 沪 
迁移 率 与 分 子 质量 成 对 数 关系 而 不 是 线性 函数 。(c) 红色 线 与 蓝 色 线 分 别 表示 a 中 的 前 5 个 时 间 点 和 b 中 
的 前 4 个 时 间 点 放射 自 显影 结果 。(Source: Mok M. and K. J. Marians, The Escherichia coli preprimo- 
some and DNA B helicase can form replication forks that move at the same rate. Journal of Biological 
Chemistry 262 no. 34 (5 Dec 1987) f.6a-b, p. 16650. Copyright © American Society for Biochemistry and 
Molecular Biology. ) 


Mok 和 Marians 进行 了 与 图 21. 9 所 示 相同 的 延伸 分 小 结 在 体外 ，pol II 全 酶 能 够 以 730nt/s 的 


析 实 验 ， 只 是 在 反应 体系 中 添加 了 竞争 性 DNA 分 
F poly (dA) 或 全 酶 B 亚 基 的 直接 抗体 ， 当 全 酶 与 
模板 脱离 后 ， 这 两 种 物质 可 阻止 酶 重新 起 始 复制 。 
无 论 竞争 剂 存 在 与 否 ， 延 伸 速 率 没 有 发 生 改变 , 表 
明 全 酶 在 延伸 引物 全 过 程 中 并 没有 脱离 模板 ， 其 延 
伸 的 长 度 可 达 30kb， 无 论 在 体内 或 体外 ， 全 酶 均 具 
有 很 高 的 进行 性 。 


速率 合成 DNA, 慢 于 体内 约 1000nt/s 的 合成 速率 。 
无 论 在 体内 或 体外 .全 酶 均 具 有 很 高 的 进行 性 。 
pol II 全 酶 与 复制 的 进行 性 


pol II 核心 酶 自身 的 聚合 酶 活性 很 低 ， 在 合成 
约 10nt 赛 核 苷 酸 链 后 就 会 脱离 模板 ， 然 后 不 得 不 耗 
RL Imin 的 时 间 才 能 再 与 模板 和 新 生 DNA 结合 。 
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这 与 细胞 内 的 情况 形成 了 鲜明 反差 ， 在 细胞 内 复制 
叉 的 移动 速度 为 1000nt/s。 显 然 ， 核 心 酶 缺失 了 某 
些 重要 组 分 。 

该 组 分 能 赋予 全 酶 的 进行 性 特征 ， 使 之 在 聚合 
50 000nt 之 前 保持 与 模板 的 结合 ， 而 核心 酶 在 聚合 
1Ont 之 前 就 会 脱离 模板 。 为 什么 会 有 如 此 大 的 差 
异 ? 全 酶 的 进行 性 应 归功 于 滑动 钳 sliding clamp). 
滑动 钳 能 够 使 全 酶 长 时 间 地 结合 在 模板 上 。 全 酶 的 
B 亚 基 是 滑动 错 功 能 的 执行 者 , 但 仅 靠 其 自身 不 能 
与 前 起 始 复合 体 〈 核 心 酶 及 DNA 模板 ) 结合 ， 
要 钳 装载 器 〈clamp loader) y 复合 体 将 滑动 钳 B 亚 
基 装 载 到 前 起 始 复合 体 上 。Y AAEH Y 8. d. x 
和 由 亚 基 组 成 。 在 本 节 ， 我 们 将 探讨 8B 钳 及 钳 装 载 
器 的 功能 活性 。 

B 了 钳 ”可 以 设想 B 亚 基 通 过 与 核心 酶 复合 体 及 
DNA 结合 而 使 pol M 核心 酶 获得 进行 性 。 如 此 ，B 
钳 就 能 将 核心 酶 系 束 在 DNA 上 并 保持 与 DNA 的 附 
着 状态 。 在 研究 这 种 可 能 性 的 过 程 中 ，Mike O’ 
Donnell 及 同事 证 明 B 和 a 亚 基 间 存在 直接 的 相互 作 
用 。 研 究 者 将 不 同 的 亚 基 组 分 混合 ， 通 过 凝 胶 过 滤 
的 方法 使 亚 基 复 合体 与 游离 亚 基 单 体 分 离 ， 通 过 凝 
胶 电泳 探 明 复合 体 的 亚 基 组 分 ， 通过 添加 缺失 的 亚 
基 和 测量 DNA 的 合成 分 析 复 合体 活性 。 图 21. 10 描 
述 了 这 些 实验 结果 ， 作 为 核心 酶 的 组 成 部 分 ，a 和 
亚 基 彼此 结合 ， 进 而 a、e 和 8 组 成 复合 体 , 但 B 亚 
基 是 与 a 结合 还 是 与 结合 ? 图 21, 10d 和 图 21. 10e 
给 出 了 答案 : B 亚 基 只 与 a 亚 基 结合 〈 在 组 分 60 一 
64 出 现 2 个 亚 基 高 峰 ) ， 但 不 会 与 e 亚 基 结合 (在 组 
分 68~67 出 现 B 亚 基 峰 值 ， 而 在 组 分 76 一 78 出 现 e 
亚 基 峰 值 )， 所 以 ，a 是 与 8 结合 的 核心 亚 基 。 

该 方案 需要 在 a 和。 复制 DNA BY. B 能 够 沿 着 
DNA 滑动 这 也 意味 着 B 钳 可 以 保持 与 环形 DNA 的 结 
合 ， 但 可 以 从 线性 DNA 的 末端 滑落 。 为 验证 这 种 可 
能 性 ，O?Donnell 及 同事 开展 了 图 21. 11 所 示 的 实验 
研究 ， 实 验 的 基本 策略 是 ， 在 y 复合 体 的 协助 下 ， 
将 :H 标 记 的 B 二 聚 体 装载 到 环形 双 链 噬菌体 DNA 
上 ， 然 后 用 不 同 的 方式 处 理 DNA， 以 观察 8 二 聚 体 
是 否 会 与 DNA 解 聚 ， 通 过 凝 胶 过 滤 方 法 分 析 B 与 
DNA 的 结合 情况 。 游 离 的 B 二 聚 体 从 凝 胶 过 滤 柱 滤 
出 的 时 间 要 迟 于 与 DNA 结合 成 复合 体 时 滤 出 的 时 间 。 

在 图 21. 11a 中 , 用 Smal 处 理 使 DNA 线性 化 ， 
然后 检测 分 析 B 钳 是 否 会 从 DNA 上 滑落 。 结 果 表 
明 ，8B 钳 可 以 继续 与 环形 DNA 结合 ,但 会 在 线性 
DNA 的 末端 滑脱 而 与 DNA 分 离 。 图 21. 11b 表明 ， 
环形 DNA 分 子 上 的 缺口 不 是 B 二 聚 体 保持 与 DNA 
结合 的 原因 ， 因 为 当 DNA 连接 酶 消除 缺口 后 ，B 二 
聚 体 仍然 结合 在 DNA 分 子 上 。 插 图 为 DNA 连接 酶 
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确实 消除 了 缺口 提供 了 电泳 证 据 ， 因 为 电泳 结果 显 
示 ， 随 着 缺口 分 子 消失 ， 闭 合 环形 DNA 分 子 的 量 
随 之 增加 。 图 21. 11c 表明， 在 装载 反应 体系 中 添加 
更 多 的 B 亚 基 后 ， 结 合 在 环形 DNA 分 子 上 的 B 二 聚 
体 数目 随 之 增多 。 事 实 上 ， 每 个 环形 DNA 分 子 可 
装载 20 多 分 子 的 R 亚 基 。 这 正 是 我 们 预期 的 许多 全 
酶 串联 协同 复制 DNA 的 情形 。 

如 果 B 二 聚 体会 从 线性 DNA 末端 滑脱 ， 那 么 在 
DNA 未 端 结合 其 他 蛋白 质 就 应 该 能 够 阻止 8 二 聚 体 
的 滑脱 。O7 Donnell 研究 小 组 通过 实验 将 两 种 不 同 
的 蛋白 质 结合 在 DNA 末端 后 ,不 再 出 现 B 二 聚 体 从 
线性 DNA 上 滑脱 的 情况 。 实际 上 ， 即 使 没有 蛋白 
质 连接 ，DNA 末端 的 单 链 尾 部 也 可 以 充当 障碍 物 阻 
止 B 二 聚 体 的 滑脱 。 

Mike O’ Donnell 和 John Kuriyan 用 X 射线 晶体 
学 方法 研究 了 B 钳 的 结构 。 研 究 者 获得 的 图 片 可 以 
对 B 钳 能够 与 环形 而 不 是 线性 DNA 保持 结合 的 原 
因 进 行 完美 的 解释 。B 二 聚 体形 成 能 够 环绕 DNA 
的 环形 结构 ， 如 同 套 在 细 强 上 的 环 ， 若 细 强 为 线形 
时 易于 脱落 ， 但 若 细 绳 为 环形 时 就 不 易 脱 落 。 图 
21. 12 是 他 们 构建 的 模型 之 一 ，B 二 聚 体 为 环形 结 
构 ， 中 间 为 成 比例 的 B 型 DNA 分 子 。 图 21. 13 是 
假定 的 8 二 聚 体 /DNA 复合 体 的 空间 填充 模型 ， 青 
次 表明 了 有 二 聚 体 是 如 何 巧 妙 地 环绕 住 双 链 DNA 
分 子 的 。 

在 第 20 章 我 们 提 到 ， 真 核 生 物 具有 进行 性 因子 
PCNA, 与 细菌 B 钳 的 功能 相同 。 两 者 的 一 级 结构 
无 明显 的 相似 性 ， 且 真 核 生物 的 PCNA 蛋白 只 有 原 
核 生物 蛋白 质 的 2/3 大 小 。 然 而 ，Kuriyan 等 的 X 
射线 晶体 学 方法 研究 表明 ， 醇 母 PCNA 蛋白 形成 的 
三 聚 体 在 结构 上 与 8 钳 二 聚 体 十 分 相似 ， 是 一 个 能 
够 环绕 DNA 分 子 的 贺 环 图 21. 14) 。 

小 结 pol TI 核心 (of BE aed) 自身 没有 进 
行 性 功能 ， 在 脱离 模板 之 前 只 能 复制 一 短 的 
DNA 片段 。 相 比 之 下 ,核心 酶 与 B 亚 村 结合 后 会 
以 1000nt/s 的 合成 速率 进行 DNA 复制 。B 亚 基 
二 聚 体形 成 环形 结构 ， 环 绕 DNA 模板 ， 并 与 a 
亚 基 相互 作用 ,将 模板 和 聚合 酶 结合 在 一 起 ,使 
聚合 能 能 够 长 时 间 地 停留 在 模板 土 而 具有 很 高 的 
进行 性 。 真 核 生物 的 进行 性 因子 PCNA 蛋白 形成 
环形 三 聚 体 结构 ， 通 过 环绕 DNA 分 子 而 将 聚合 
酶 结合 在 模板 上 。 

钳 装载 器 O'Donnel 及 同事 在 图 21. 15 所 示 
的 实验 中 证 实 了 错 装载 器 的 功能 。 由 于 0 亚 基 在 
体外 实验 中 并 不 是 必需 因子 ， 所 以 研究 者 以 a M e 
亚 基 取代 核心 酶 ， 以 与 引物 退火 的 单 链 M13 噬菌体 
DNA 为 模板 。 此 外 ， 研 究 者 已 知 高 进行 性 的 全 和 酶 可 在 
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图 21.10 pol II a 和 BB 亚 基 间 的 相互 结合 。O’” Donnell 及 同事 将 不 同 的 pol II 亚 基 混合 ， (a) a tes 
(b) Bs (c) ate +B; (d) a +g (© e+p SEREDE HEIE E H F OY BE A AA AA OY A P AN H 
来 ， 将 过 滤 后 的 组 分 进行 凝 胶 过 滤 柱 电泳 ， 检 测 复合 体 ， 左 边 图 显示 了 电泳 结果 。 如 果 有 复合 体形 成 ， 那 么 
复合 体 中 的 亚 基 就 应 该 出 现在 同一 组 分 中 ， 如 图 (a) PA a A e 右边 为 在 相同 的 凝 胶 过 滤 组 分 中 加 入 缺失 
的 pol 人 I 全 酶 中 的 亚 苦 ， 通 过 分 析 DNA 合成 以 证 实 复合 体 的 存在 。 如 图 (a) 中 的 左 侧 图 ， 复合 体 中 的 a 和 
从 凝 胶 过 滤 柱 中 被 洗 脱 下 来 ， 所 以 把 其 他 的 基本 因子 8 和 加 入 诊 合 本 中 进行 分 析 。 注 意 ，a、 和 8B 可 形成 复 
合体 ， 和 8B 也 可 以 , {Æ e M RARA. (Source: Stukenberg, P.T., P.S. Studwell-Vaughn and M. 
ODonnell, Mechanism of the sliding B-clamp of DNA polymerase II holoenzyme. Journal of Biological 
Chemistry 266 no 17 (15 June 1991) figs. 2a-e, 3, pp. 11330-31. American Society for Biochemistry and Mo- 
lecular Biology. ) 
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图 21.12 8 二 聚 体 /DNA 复合 物 模型 。 
B 二 聚 体 用 带 状 表示 ， 其 中 a 螺旋 呈 螺 
PEER, BAMA ROP AR, BME 
别 用 黄色 和 红色 表示 。 从 横 切 面 看 ， 
DNA 模型 位 于 B 二 到 体形 成 环 中 间 的 
假定 位 置 处 。(Source: Kong, X.-P. , 
R Onrust, M O'Donnell and J. Kuriyan, 
Three-dimensional structure of the beta 
subunit of E.coli DNA polymerase III 
holoenzyme; A sliding DNA clamp. 
Cell 69 (1 May 1992) f.l, p.426. 
Reprinted by permission of Elsevier Sci- 
ence. ) 


15s 时 间 内 完成 该 模板 DNA 的 复制 ， 但 还 不 确 知 ae 
核心 在 相同 的 时 间 内 复制 DNA 的 量 。 因 此 ， 他 们 
推论 : 在 20s 的 脉冲 时 间 内 ， 所 有 进行 性 聚合 酶 分 
子 均 有 机 会 完成 一 轮 复制 ， 这 样 ， 复 制 出 的 DNA 
轮 数 应 与 进行 性 酶 分 子 数 相 同 。 图 21. 15a 表明 ， 在 
ae 核心 及 B 亚 基 存 在 的 条 件 下 ， 每 飞 摩尔 (fmol 或 
10-5mol) 的 Y 复合 体会 完成 10ftmol DNA 分 子 的 复 
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图 21.11 BB 错 可 从 线性 DNA 的 末端 滑脱 。 
O 〇 ”Donnell 及 同事 将 :HH 标记 的 B 二 聚 体 在 Y 复合 
物 协助 下 装载 到 各 种 DNA 上 ， 然 后 按 描述 的 不 
同方 法 处 理 复 合体 ， 最 后 将 混合 物 进行 凝 胶 过 
滤 ， 将 蛋白 质 -DNA 复合 体 〈 大 分 子 从 柱子 中 洗 
脱 得 快 ， 约 为 组 分 15)》 与 游离 蛋白 〈 相 对 较 小 ， 
洗 脱 得 慢 ， 约 为 组 分 28) 分 离 。(a) Smal 线性 
化 DNA 的 效果 。DNA 只 被 Smal 酶 切 一 次 后 即 
进行 分 析 ( 红 色 )。 未 切割 的 DNA 也 做 同样 分 
H EE). (b 消除 模板 上 缺口 的 效果 。 分 析 
前 模板 上 的 缺口 由 连接 酶 去 除 (红色 )， 或 保留 
〈 蓝 色 ) 。 贴 图 为 连接 酶 作用 DNA 前 后 的 电泳 结 
KR. (c) 许多 B 二 聚 体能 装载 到 DNA 上 , 在 
DNA 线性 化 后 解 离 。B 二 聚 体 加 载 到 DNA 模板 
上 的 比率 随 B 亚 基 浓度 的 升 高 和 DNA 模板 浓度 
的 下 降 而 增加 。 然 后 ， 于 分 析 前 对 DNA 用 
Smal BEY) GIE) RAB GEE). (Sources 
Stukenberg, P.T., P.S. Studwell-Vaughn and 
M.O’Donnell, Mechanism of the sliding B-clamp 
of DNA polymerase III holoenzyme. Journal of 
Biological Chemistry 266 no, 17 (15 June 
1991) fig.3, p.11331, American Society for 
Biochemistry and Molecular Biology. ) 


制 ， 所 以 ，Y 复合 体 具 有 催化 功能 :每 分 子 y 复合 
体能 够 保证 多 分 子 进行 性 育 合 酶 的 形成 。 插 图 为 复 
制 产物 凝 胶 电泳 结果 ， 同 预期 的 进行 性 复制 结果 一 
致 ，DNA 产物 均 为 全 长 分 子 。 

该 实验 结果 表明 y 复合 体 自身 不 能 提供 进行 性 。 
但 能 发 挥 催化 功能 ， 使 某 种 物质 添加 到 核心 聚合 酶 
上 而 使 之 具有 进行 性 。 由 于 B 是 该 实验 中 唯一 的 另 一 


图 21.13 二 聚 体 (DNA 复合 物 的 空 
间 填 充 模型 。8 单 体 分 别 用 黄色 和 红色 
表示 ，DNA 用 绿色 和 白色 表示 。DNA 
的 位 置 是 假设 的 , 但 可 能 性 很 大 。 
(Source: Kong, X.-P., ROnrust, 
M. O' Donnell and J. Kuriyan, Three- 
dimensional structure of the 8 subunit 
of E. coli DNA polymerase II holoen- 
zyme: A sliding DNA clamp. Cell 69 
(1 May 1992) f.3, p.427. Reprinted 
by permission of Elsevier Science. ) 


聚合 酶 亚 基 ， 它 很 可 能 是 进行 性 的 决定 因子 。 为 求 
HEXA. O'Donnell 及 同事 将 DNA BER! H 标记 的 
B 亚 基 以 及 未 标记 的 y 复合 体 混合 形成 前 起 始 复合 
体 ， 通 过 凝 胶 过 滤 将 复合 体 从 游离 的 蛋白 质 中 分 离 
出 来 ， 然 后 向 各 组 分 中 添加 ae， 通 过 分 析 标 记 双 链 
环形 DNA (RFI, 绿色 ) 的 形成 来 检测 前 起 始 复合 
体 。 图 21. 15b 表明 ， 只 有 痕 量 的 y 复合 体 〈 蓝 色 ) 
与 DNA 的 结合 ， 而 大 多 数 标记 的 B 亚 基 (红色 ) 都 


图 21.14 PCNA-DNA 复合 物 模型 。 
PCNA 三 聚 体 各 单 体 用 不 同 的 色彩 表 
Ke RARER LAE X 射线 晶体 
衍射 分 析出 来 的 。 红 色 螺 旋 代 表 与 
PCNA 三 聚 体 结合 的 DNA Bi- BRR 
架 可 能 的 位 HE. (Source: Krishna, 
T.S R, X.-P. Kong, S Gary, P.M. 
Burgers and J. Kuriyan, Crystal struc- 
ture of the eukaryotic DNA polymerase 
processivity factor PCNA. Cell 79 (30 
Dec 1994) f. 3b. p. 1236, Reprinted by 
permission of Elsevier Science. ) 


保持 与 DNA 的 结合 《用 抗 抗体 进行 Western 斑点 
杂交 以 检测 y 复合 体 ， 见 图 21. 15 的 底部 )。 最 值得 
注意 的 是 ， 即 使 y 复合 体 不 再 维持 与 DNA 的 结合 ， 
它 仍然 通过 将 B 亚 基 装载 到 DNA 上 而 在 酶 的 进行 性 
特性 上 发 挥 关键 作用 。 

在 实验 中 ,0O”Donnell 及 同事 也 估算 了 前 起 始 
复合 体 中 8 亚 基 的 化 学 计量 。 通 过 对 比 B 亚 基 与 复 
合体 的 飞 摩尔 数 发 现 ， 二 者 的 比值 为 2.8， 接近 于 
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图 21.15 和 和 YY 复合 物 在 进行 性 中 的 关 
联 。(a) y 复合 体 在 形成 进行 性 聚合 酶 过 
程 中 发 挥 催化 功能 。O”Donnell 及 同事 向 
结合 有 引物 、SSB、ae 核心 的 M13 MB 
体 模板 以 及 pol II 全 酶 B 亚 基体 系 中 逐 
渐 增 加 y 复合 体 〈z 轴 表 示 )。 然 后 ， 加 
A [ae*P] ATP, 20s 脉冲 标记 DNA 产 
物 。 各 取 部 分 产物 检测 每 个 反应 的 放射 
性 ， 并 将 数值 转化 成 已 复制 的 DNA 飞 摩 
尔 量 。 每 个 反应 的 另 一 部 分 产物 进行 凝 
胶 电 泳 ， 检 测 全 轮 复制 情况 。 插 图 电泳 
结果 : 每 份 产物 中 的 大 部 分 成 分 是 全 长 
的 环 状 DNA (RFID, (b) 是 B 亚 基 而 不 
By 复合 体 与 前 起 始 复合 体 中 的 DNA jE 
4%. O'Donnell 及 同事 在 结合 有 引物 并 被 
SSB BE MBAR PNA H 标记 的 B 亚 基 
和 未 经 标记 的 y 复合 物 ， 同 时 加 入 ATP, 
形成 前 起 始 复合 体 。 然后， 将 混合 体 通 
过 凝 胶 过 滤 ， 使 前 起 始 复合 体 与 游离 蛋 
白 分 离 。 通 过 放射 性 检测 每 个 组 分 中 的 B 
EW, 以 y 抗体 为 探 针 进行 Western RE 
点 杂交 ,检测 y 复合 体 , 图 中 B 亚 基 
CRK 结合 到 前 起 始 复合 物 的 DNA 
上 ,但 7 复合 体 不 与 DNA 结合 。(Source: 


Stukenberg, P. T. , P. S Studwell Vaughn and M. O’ Donnell, Mechanism of the sliding [beta] -clamp of 
DNA polymerase II holoenzyme. Journal of Biological Chemistry 266 (15 June 1991) f. 1 abc, p. 11329. 


American Society for Biochemistry and Molecular Biology. ) 


每 个 复合 体 结合 一 个 B 二 聚 体 ， 与 其 他 研究 中 B 亚 
基 以 二 聚 体形 式 起 作用 的 结果 相 一 致 

在 上 述 讨论 中 暗含 着 这 样 一 个 事实 ， 即 ATP 是 
B 钳 装载 到 模板 上 的 必需 条 件 。Peter Burgers 和 
Kornberg 通过 分 析 不 需要 dATP 的 复制 实验 证 明 ， 


ATP (或 dATP) 确实 是 B 钳 装载 到 模板 上 的 必需 
因子 。 分析 用 的 模板 为 poly (dA), H oligo (dT) 
引发 复制 ， 表 21. 1 BAR. ATP 是 dATP oligo (dT) 
引物 高 活性 延伸 所 必需 的 ， 尤 其 是 在 盐 浓 度 相对 较 
高 的 条 件 下 。 


表 21.1  poly(dA) + oligo(dT12) 上 全 酶 活性 的 激活 


实验 添加 核酸 SSB [NaClJea/ (mmol/L) DNA 合成 /(pmol/min) 
1 无 一 28 1.0 
ATP & dATP 28 10 
无 34 9.4 
ATP & dATP + 34 33 
2 无 < 110 <0.1 
ATP at dATP 110 8.2 
无 + no <01 
ATP a dATP + 110 37 
ATPYS 十 110 <0.1 
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实验 添加 核酸 SSB [NaCteq/(mmol/L) DNA 合成 /Cpmol/min) 
~ AMPPNP, d AMPPNP + 110 <0.1 
GTP, CTP, UTP, dGTP, dCTP, dTTP + 110 <0.1 
ADP + 110 <0.1 


Source; Burgers, P. M. J. and A. Kornberg, ATP activation of DNA polymerase IIl Holoenzyme of Escherichia coli. Jour- 
nal of Biological Chemistry 257; 11469, 1982. Copyright © 1982 The American Society for Biochemistry & Molecular Biolo- 


gy, Bethesda, MD. Reprinted by permission, 


ADHERE E MOAT RIF B 二 聚 体 使 之 钳 住 DNA 
的 ? O’Donnell, Kuriyan 及 同事 断定 2 个 复合 体 的 
晶体 结构 可 为 钳 的 装载 提供 线索 ， 其 中 之 一 就 是 钳 
装载 器 n 复合 体 ) 活性 部 分 的 结构 。 另 一 个 就 
是 修饰 的 #s 复合 体 结构 ， 该 复合 体 由 失去 二 聚 化 
功能 的 突变 体 B (Bm) 单 体 和 能 够 与 B 发 生 相互 作 
用 的 8 片段 组 成 。 

修饰 的 B85 复 合体 的 品 体 结构 显示 ，5 与 B 单 体 
间 的 相互 作用 会 通过 两 种 方式 在 一 个 界面 处 前 弱 2 
个 B 单 体 间 结 合 。 第 一 ，5 发 挥 分 子 扳手 的 功能 ， 
使 B 二 聚 体 的 界面 构象 发 生 改变 ，B 亚 基 也 就 失去 
二 聚 化 功能 。 第 二 ，5 能 够 改变 其 中 一 个 B 亚 基 的 
弯曲 度 ， 使 之 不 能 与 男 一 个 8 亚 基 形 成 正常 的 环形 
结构 。 图 21. 16 MET AE, d 亚 基 只 与 B 钳 中 
的 一 个 单 体 结合 (在 pol II 全 酶 中 ， 每 个 B 二 聚 体 
只 结合 一 个 8 亚 基 )， 所 以 只 能 削弱 二 聚 体 中 的 一 个 
分 界面 ， 迫 使 环形 结构 打开 。 如 果 8 亚 基 与 2 个 B 
单 体 都 能 结合 ， 可 能 会 导致 2 个 单 体 的 完全 解 离 。 

对 复合 体 结构 及 我 们 将 在 本 章 后 面 学 习 的 早期 
生物 化 学 研究 表明 ， 游 离 的 6 亚 基 易 与 B 单 体 结合 ， 
但 当 # 与 其 他 亚 基 形 成 .66' 装 载 器 后 ， 必 须 在 ATP 
存在 条 件 下 才能 与 B 结 合 。ATP 可 使 装载 器 构 型 发 
生 改 变 ， 暴 露出 ; 亚 基 使 之 能 够 与 B 亚 基 结 合 ， 从 
TRF BM. 

A B 亚 基 向 DNA 模板 上 装载 需要 Y 复合 
iE (7、8、3's YAY) 的 协助 ，Y 复 合体 在 进行 
性 68 复合 体形 成 过 程 中 起 催化 作用 ， 在 复制 过 
BH, y 复合 体 并 不 与 88 复合 体 保持 结合 。 钳 
的 装载 是 一 个 依赖 .ATP 的 过 程 。ATP 释放 出 的 
能 量 改变 了 钳 装 载 器 的 构象 ， 使 8 亚 基 能 够 与 滑 
动 钳 的 一 个 B 亚 基 结合 ， 这 种 结合 导致 滑动 钳 
开 ， 从 而 使 滑动 钳 能 够 环绕 DNA, 

后 随 链 的 合成 ”对 pol IIT (无 B 错 的 全 酶 ) 
结构 研究 发 现 ， 该 酶 包含 有 2 个 核心 酶 ， 通 过 eH 
体 连接 到 钳 装 载 器 上 〈 图 21. 17)。 通 过 推论 表明 : + 
亚 基 充当 核心 酶 二 聚 化 的 物质 ，a 亚 基 在 天 然 状态 下 
以 单 体形 式 存在 ， 而 * 亚 基 以 二 聚 体形 式 存在 。 而 
且 ，r 直 接 与 = 亚 基 结 合 ， 所 以 结合 在 rO REER 


(a) 


(b) 


5 片段 


图 21.16 5 的 结合 对 二 聚 体 影响 的 模型 。(a) è 
片段 和 Bu 单 体形 成 的 复合 物 的 形状 。(b) 8 的 结 
合 对 8 钳 的 影响 。8 亚 基 (或 3 片段 ) 使 P 二 聚 体 
上 方 交界 面 之 间 的 结合 弱化 ， 并 改变 了 左 侧 B 单 
体 的 弯曲 度 ， 使 之 不 再 与 另 一 个 单 体形 成 完整 的 
环形 结构 ， 从 而 将 B 错 打开 。( Source: Adapted 
from Ellison, V. and B. Stillman, OPening of the 
clamp: An intimate view of an ATP-driven biologi- 
cal machine. Cell 106 [2001] p.657, f.3.) 


2 个 a 亚 基 也 会 发 生 二 聚 化 。 依 次 ， 通 过 与 2 个 = 亚 
基 的 结合 ，s 亚 基 形 成 二 聚 体 ，6 又 通过 与 。 亚 基 结 
合 而 二 聚 化 。 全 酶 包含 有 2 个 核心 酶 的 事实 与 DNA 
的 两 条 链 都 需要 复制 的 事实 完全 吻合 ， 全 酶 在 沿 复制 
叉 移动 时 ， 每 个 核心 酶 负责 一 条 链 的 复制 ， 图 21. 18 
描述 了 2 条 子 链 同 时 合成 的 模式 。 
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巾 于 后 随 链 的 合成 是 不 连续 的 ， 这 必然 涉及 核 
心 钥 与 模板 的 反复 解 离 与 再 结合 。 该 模型 由 此 引出 
2 个 重要 的 问题 :第 一 ， 不 连续 复制 的 后 随 链 如 何 
能 够 与 连续 复制 的 前 导 链 保持 同步 ?如果 每 完成 后 
随 链 上 1 个 冈 崎 片段 的 合成 ，pol ID 核心 酶 就 与 模 
板 完全 解 离 ， 则 需要 再 花费 很 长 的 时 间 才能 与 模板 
重新 结合 ， 这 样 就 会 被 前 导 链 远 远 地 落 在 后 面 。 第 
二 ，pol LIT 核心 酶 与 模板 反复 不 断 地 进行 解 离 和 再 
结合 ， 又 如 何 与 DNA 复制 的 高 度 进行 性 特征 相 一 
致 ”毕竟 B 错 是 复制 进行 性 的 必需 因子 it 
合 在 DNA 模板 上 ， 核 心 酶 又 如 何 能 够 在 完成 每 一 
个 长 为 1 一 2kb 的 冈 崎 片段 后 与 DNA SS. ARE K 
前 跃进 开始 下 一 个 冈 崎 片段 的 合成 ? 

第 一 问题 的 答案 似乎 是 ，pol ID 核心 酶 在 合 
后 随 链 时 ， 并 没有 真正 与 模板 完全 解 离 ， 而 是 通过 
与 合成 前 导 链 的 核心 酶 结合 而 保持 与 DNA 的 结合 ， 
该 核心 酶 通过 释放 滑动 钳 而 避免 自己 远离 DNA 模 
板 ， 从 而 使 核心 酶 能 够 发 现下 一 个 引物 ， 并 在 ls 时 
闻 内 与 模板 重新 结合 ， 若 与 DNA 完全 解 离 ， 则 需 
要 花费 较 长 时 间 才 能 重新 结合 。 

要 回答 第 二 个 问题 我 们 需要 认真 考 虚 B 错 与 
钳 装载 器 及 核心 聚合 酶 间 相 互 作用 的 方式 。 我 们 将 
会 了 解 到 这 两 个 蛋白 质 会 竞争 B 钳 上 的 同一 个 结合 
位 点 ， 而 B 钳 对 钳 装 载 器 和 核心 聚合 牌 的 相对 亲 和 
力 会 发 生 往 复 性 变化 ， 从 而 导致 核心 聚合 酶 与 DNA 
间 发 生 反 复 性 地 解 离 与 再 结合 。 我 们 还 将 会 了 解 到 ， 
钳 装 载 器 还 可 充当 印 载 器 , HET OD RAS 
DNA 间 解 离 与 青 结合 的 循环 过 程 。 

理论 推测 过 程 如 下 : 合成 后 随 链 的 pol M 在 完 
成 一 个 冈 崎 片段 合成 后 必须 与 B 钳 脱离 ， 然 后 再 与 
另 一 个 8 钳 重新 结合 以 便 开 始 下 一 个 冈 崎 片段 合成 ， 
(图 21.19)。 但 是 ，pol HI 与 B 钳 的 解 离 是 否 真 的 
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图 21.17 pol Wi 亚 组 合体 模型 。 图 中 
有 两 个 核心 与 两 个 + 亚 基 , 但 只 有 一 个 y 
复合 体 On. 8. 6'、X Ap). (Source: 
Adapted from Herendeen, D. R. and 
T. J. Kelly, DNA polymerase II; Run- 
ning rings around the fork, Cell 84; 
6, 1996. ) 


RET? 为 验证 这 一 事实 ，07 Donnell 及 同事 将 B 
HA pol I 装载 到 结合 有 引物 的 M13 噬菌体 DNA 
模板 〈M13mp18) E, REMA 2 条 带 有 多 引物 的 
me BET DNA 模板 ， 一 条 装载 有 B HE (M13Gori)， 
而 另 一 条 无 B 钳 装载 (9X174)。 然 后 研究 者 在 适宜 
的 复制 条 件 下 进行 长 时 间 疆 育 ， 从 而 使 原初 模板 和 
第 二 模板 都 能 被 复制 。 研究 者 知道 ，DNA 模板 
M1l3mp18 肯定 会 被 复制 ， 但 令 人 感 兴趣 的 问题 是 ， 
后 加 的 第 二 模板 中 哪 一 条 会 被 复制 ? 是 装载 有 8B 钳 
的 那 条 还 是 无 B 钳 装载 的 那 条 ? 图 21.20 (kit 1 一 
D 显示 ， 装载 有 B 错 的 模板 M13Gori 优先 被 复制 。 
如 果 将 B 错 装载 到 另 一 条 模板 上 后 ， 情 况 又 将 怎样 
呢 ? 泳 道 5 一 8 显示 ， 如 果 装 载 有 B 钳 ， 则 另 一 条 模 
板 $X174 就 会 被 优先 复制 。 如 果 pol M 与 原 有 的 
钳 保持 结合 ， 它 应 该 能 够 复制 任何 一 条 第 二 模板 ， 
而 不 管 第 二 模板 是 否 装载 有 B 钳 。 所 以 ,该 实验 结 
果 暗 示 ，pol TI" 确实 与 模板 、B 钳 发 生 了 解 离 ， 如 
果 装 载 有 另 一 个 B 钳 ， 则 pol IT 就 会 与 其 他 模板 
(或 同一 模板 的 其 他 部 位 ) 结合 。 

为 验证 该 结论 ， 研 究 者 用 CP] ATP 对 B 钳 
进行 磷酸 化 修饰 而 使 B 钳 被 *P id, AAS H 标记 0 
WHE, Rr WIE, 或 y 复 合体 而 使 pol I 被 标记 。 
然后 研究 者 进行 如 下 实验 : 在 只 有 dGTP 和 dCTP 
存在 的 条 件 下 ， 使 这 些 标记 的 复合 体 闲 置 在 有 缺口 
的 模板 上 ; 或 在 4 种 dNTP 都 存在 的 条 件 下 ， 使 标 
记 的 复合 体能 够 填补 模 板 上 的 缺口 ， 直 至 终止 。 最 
后 ， 将 反应 混合 物 进行 凝 胶 过 滤 ， 分 析 判 断 2 种 标 
记 物 是 否 发 生 了 分 离 。 当 聚合 酶 闲置 在 模板 上 时 ， 
标记 的 B 钳 和 pol DT 在 模板 上 保持 结合 状态 ; 相 
反 ， 当 发 生 复制 终止 时 ，pol I 与 留 在 DNA 模板 
上 的 BHEN. O'Donnell 及 同事 观察 到 ， 不 管 标记 
pol IT 中 的 哪 一 个 亚 基 ， 都 出 现 相同 的 情况 。 所 以 
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图 21. 18 DNA 两 条 链 同 时 合成 的 模型 。(a) 后 随 
EH) 穿 过 引发 体 〈 金 色 ) 形成 一 个 环 ， 由 
引发 酶 合成 一 段 标 记 为 2 的 新 引物 〈 红 色 )。 可 以 
看 到 已 经 合成 的 冈 崎 片段 〈 绿 色 ， 其 红色 引物 标 
记 为 1)。 前 导 链 及 其 新 合成 的 子 链 在 左 侧 K 
色 )， 图 中 并 没有 考虑 前 导 链 的 延伸 。(b) 后 随 链 
模板 由 上 至 下 穿 过 复制 体 而 形成 较 大 的 环 ， 如 箭 
头 所 示 。 环 底部 的 运动 (下 部 箭头 ) 使 第 二 个 冈 
es BRIE, (c) 第 二 个 冈 崎 片段 的 进一步 
延伸 使 其 末端 靠近 第 一 个 冈 崎 片段 引物 。(d) 复 
制 体 释放 环 状 结构 ， 使 引发 酶 能 够 合成 新 的 引物 
(标记 为 3)。 至 此 上 述 过 程 又 将 重新 开始 。 


在 复制 终止 时 ， 是 全 酶 而 不 只 是 核心 酶 与 B 钳 和 
DNA 模板 发 生 解 离 。 
E. coli 基因 组 的 大 小 为 4 6Mb， 后 随 链 复制 时 


前 导 链 后 随 链 

图 21. 19 后 随 链 上 的 pol I 复合 体 与 在 B 钳 间 的 
循环 模型 。 当 pol Ul 复合 体 (RE) 完成 一 个 冈 崎 
片段 的 合成 后 ， 在 已 合成 的 冈 崎 片段 的 引物 前 遇 到 
缺口 。 这 意味 着 pol Il" 复合 体 需 要 从 B 钳 ik 
上 解 离 下 来 移动 〈 虚 线 箭 头 ) 到 下 一 个 装载 到 引物 
(红色 ) 上 B 钳 处 ， 起 始 下 一 个 冈 崎 片段 的 合成 。 
( Source; Adapted from Stukenberg, P.T. , 
J. Turner and M. O’ Donnell, An explanation for lag- 
ging strand replication; Polymerase hopping among 
DNA sliding clamps. Cell 78; 878, 1994.) 


的 冈 崎 片段 仅 为 1 一 2kb， 这 意味 着 在 每 个 模板 上 将 
有 2000 多 次 引发 事件 的 发 生 ， 至 少 需要 2000 个 B 
钳 的 参与 。 由 于 E. coli 细胞 内 只 有 约 300 个 B 二 聚 
体 ， 如 果 不 能 循环 利用 ，B 钳 将 很 快 被 消耗 列 尽 ， 
因此 需要 二 聚 体能 够 与 DNA 模板 解 离 ， 但 这 种 解 
离 会 发 生 吗 ? 为 查 明 事实 ，O’ Donnell 及 同事 将 多 
个 B 氏 组装 在 缺口 模板 上 ， 通 过 凝 胶 过 滤 除 去 所 有 
的 其 他 蛋白 质 ， 然 后 添加 pol M 并 再 次 进行 凝 胶 过 
滤 。 图 21. 21a 充分 表明 ， 当 存在 pol IN" 时 ，B 钳 会 
与 模板 解 离 ; 但 当 不 存在 pol II 时 ，8B 钳 则 不 会 与 
模板 解 离 。 图 21. 21b 证 实 ， 这些 被 释放 的 B 错 能 够 
被 再 次 装载 到 受 体 模板 上 。 

通过 前 面 的 学 习 ， 我 们 已 经 很 清楚 地 了 解 到 ，B 
钳 既 能 与 核心 聚合 酶 也 能 与 y 复合 体 〈 钳 装载 器 ) 
发 生 相互 作用 ， 在 DNA 合成 过 程 中 ，B 钳 必 须 与 核 
心 酶 结合 从 而 保持 聚合 酶 与 模板 的 结合 ， 随 后 ，R 
钳 又 必须 与 模板 解 离 ， 从 而 可 移动 到 新 的 模板 位 点 ， 
并 与 另 一 个 核心 聚合 酶 结合 ， 起 始 新 冈 崎 片段 的 合 
成 。 当 然 ， 向 新 DNA 位 点 的 移动 需要 8B 钳 再 次 与 钳 
装载 器 发 生 相 互 作 用 。 但 仍然 存在 一 个 关键 问题 ， 
细胞 是 如 何 协调 B 钳 与 核心 聚合 酶 和 钳 装载 器 之 间 
发 生 的 结合 转换 ? 

要 回答 这 个 问题 ， 首 先 应 了 解 核心 聚合 酶 、 
钳 装 载 器 在 何 时 ， 以 怎样 的 方式 与 8B 错 发 生 相互 
作用 。O”Donnell 及 同事 首先 回答 了 作用 方式 的 问 
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图 21. 20 循环 模型 的 检测 。 如 果 将 pol II 复合 体 与 8 钳 组 装 到 带 有 引物 的 模板 (M13mpl8, 左上 ) 上 
然后 提供 2 个 带 有 引物 的 受 体 模板 ， 其 中 一 个 模板 装载 有 B 钳 (M13Gori)， 另 一 个 模板 无 B 钳 装 载 
($X174)， 在 它 完成 原初 模板 的 复制 后 ，pol UI" 复合 体会 选择 装载 有 8B 钳 的 模板 (M13Gor) 继续 进行 复 
ffi). O'Donnell 及 同事 开展 了 这 项 实验 ， 在 足够 长 的 时 间 内 确保 供 体 模板 和 受 体 模板 均 能 得 以 复制 。 研 
究 者 加 入 标记 的 核 苷 酸 从 而 使 复制 产物 得 以 标记 ， 然 后 用 电泳 检测 复制 的 标记 DNA 产物 。DNA 复制 产 
物 的 电泳 结果 〈 底 部 ) 显示 ， 装 载 有 B 钳 的 受 体 模板 被 复制 。 一 方面 ， 当 8 钳 装载 在 M13Gori 受 体 模板 
上 时 ， 该 模板 优先 被 复制 另 一 方面 ， 当 8 钳 装 载 在 $X174 模板 上 ， 则 此 模板 优先 被 复制 。 复 制 的 模板 
位 置 标记 在 左 侧 。(Source: Stukenberg，P.T. , J. Turner and M. O’ Donnell, An explanation for lagging 
strand replication: Polymerase hopping among DNA sliding clamps. Cell 78 (9 Sept 1994) f.2, 
p. 878. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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图 21.21 pol II 具有 钳 印 载 器 的 活性 。(a) 滑动 钳 的 卸载 。O7?Donnell 及 同事 将 用 y 复 合体 将 B 
钳 〈 蓝 色 ， 上 方 ) 装载 到 有 缺口 的 环形 模板 上 ， 然 后 通过 凝 胶 过 滤 去 除 y 复合 体 。 加 入 pol IIL 后 
再 次 进行 凝 胶 过 滤 。 结 果 的 曲线 图 〈 下 方 ) 显示 ,用 pol IN" 处 理 后 ,，B 钳 (红色 线 ) 将 从 模板 上 
释放 出 来 ， 而 未 经 pol IE 处 理 ， 则 B 钳 仍然 与 模板 结合 。 (b) B 钳 的 再 循环 。 经 pol II 处 理 后 ， 
从 8B 钳 -模板 复合 体 中 释放 出 的 B 错 (红色 线 ) 与 溶液 中 游离 的 B 钳 蓝 色 线 ) 一 样 ， 易 与 受 体 模 
BHA. (Source: Adapted from Stukenberg, P. T. , J. Turner and M. ()’Donnell, An explana- 
tion for lagging strand replication: Polymerase hopping among DNA sliding clamps. Cell 78: 883, 
1994, ) 
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题 ， 研 究 表明 ， 核 心 聚 合 酶 的 " 亚 基 、 钳 装载 器 的 
亚 基 均 能 与 B 亚 基 发 生 相 互 作 用 。 研 究 者 采用 的 分 析 
方法 是 蛋白 质 足迹 法 (protein footprinting), HA 
与 DNA 足迹 法 相同 ， 研 究 样品 是 标记 的 蛋白 质 而 不 
是 DNA, 使 用 的 是 蛋白 质 切割 试剂 而 不 是 DNA 酶 。 
在 本 实验 中 ，O? Donnell 及 同事 通过 基因 操作 ,在 8 
亚 基 的 C 端 引入 一 段 可 被 蛋白 质 激酶 识别 的 六 氨基 
酸 序列 ， 改 造 后 的 产物 命名 为 BF 。 在 体外 ,研究 者 
用 蛋白 激酶 和 标记 ATP 〈Y 磷 酸 基 团 中 的 氧 被 *S 取 


FO 对 外 进行 磷酸 化 修饰 ， 使 YTE CRE (与 
DNA 足迹 法 中 末端 标记 DNA 类 似 ) 。 研 究 者 首先 发 
现 ， 钳 装载 器 的 8 亚 基 和 核心 聚合 酶 的 a 亚 基 均 能 保 
护 的 ， 使 之 免 于 磷酸 化 修饰 ， 这 说 明 这 两 种 蛋白 质 
均 能 与 PX 发 生 直接 相互 作用 。 

蛋白 质 足迹 分 析 强 化 了 这 些 结论 。O? Donnell 
及 同事 将 标记 的 B* 与 不 同 的 蛋白 质 混合 ， 然 后 用 
链 酶 蛋白 酶 E 和 蛋白酶 V8 这 两 种 蛋白 水 解 酶 切割 
蛋白 质 混合 物 ， 图 21. 22 描述 了 实验 结果 。 每 图 下 
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021.22 Bb 与 Y 复 合体 和 核心 聚合 酶 的 蛋白 足迹 分 析 。O”Donnell 及 同事 用 蛋白 激酶 和 [S] ATP 对 
BR 进行 磷酸 化 修饰 ， 使 BY 在 C 端 被 标记 ,将 末端 标记 的 B 与 5 亚 基 或 整个 y 复 合体 混合 (a) 或 者 与 a 
或 整个 核心 酶 混合 〈b) 。 然 后 用 链 雷 蛋白酶 E ARM V8 的 混合 物 对 蛋白 质 复合 物 进行 中 度 切割 ， 产 
生 系列 具 末端 标记 的 消化 产物 。 最 后 ， 研 究 者 进行 电泳 并 放射 自 显 影 检 测 。 每 一 图 中 的 前 4 个 泳 道 的 消 
化 产物 作为 分 子 标记 ， 每 一 处 理 的 特异 性 氨基 酸 标注 在 上 方 。 泳 道 1 蛋白质 经 蛋白 酶 处 理 ， 该 蛋白 酶 特 
异性 消化 天 冬 氨 酸 残 基 (Asp). UGH 5: 无 其 他 蛋白 质 存 在 时 ， 对 B* 进 行 消化 处 理 。 泳 道 6 一 9， 在 每 个 
泳 道上 所 列 蛋白 存在 时 ， 切 割 OTR. R 8 和 a 亚 基 及 y 和 核心 酶 复合 物 均 能 保护 相同 的 酶 切 位 
点 。 因 而 ， 凝 胶 底部 箭头 所 示 片 段 的 量 有 所 减少 。 上 图 展示 了 8B 钳 与 Y 复 合体 (a) 或 核心 酶 (b) 之 间 
的 结合 ， 强 调 两 者 都 结合 在 8 钳 中 8B 单 体 近 C 端的 同一 区 域 ， 防 止 在 此 处 切割 〈 带 “X” 箭 头 所 示 ) 。 
(Source; Naktinis, V., J. Turner and M. O’Donnell, A molecular switch in a replicating machine defined 
by an internal competition for protein rings. Cell 84 (12 June 1996) f. 3ab bottoms, p. 138. Reprinted by 
permission of Elsevier Science. ) 
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方 中 的 前 4 个 泳 道 是 用 4 种 已 知 切割 位 点 的 不 同 试 
剂 切割 标记 的 B 亚 某 的 结果 。 作 为 Marker， 每 一 图 
中 的 泳 道 5 为 在 没有 其 他 蛋白 质 存在 时 切割 B 亚 基 
产生 的 末端 标记 肽 ， 这 些 末端 标记 肽 呈现 梯度 分 布 ; 
图 21. 22a 中 的 泳 道 6 为 在 8 亚 基 存 在 情况 下 的 结 
果 ， 与 泳 道 5 一 样 ， 也 表现 为 梯度 分 布 ， 只 是 缺失 
了 最 小 的 片段 (第 头 所 示 )， 可 能 是 丢失 了 或 丰 度 大 
幅度 降低 。 这 表明 8 亚 基 在 C 端 附近 与 B 亚 基 结 合 ， 
阻止 了 蛋白 酶 在 此 位 点 进行 切割 。 如 果 3 与 8 间 的 
相互 作用 是 特异 的 ， 则 可 以 通过 加 入 大 量 未 标记 的 
BEWEZH a 亚 基 结合 ， 从 而 阻 断 è 亚 基 与 BM hy 
结合 ， 泳 道 7 为 这 一 实验 的 结果 。 图 21. 22a 中 的 泳 
道 8 和 9 与 泳 道 6 和 7 类似， 只 是 ODonnell 及 同事 
用 y 复 合体 取代 了 纯化 的 6 亚 基 。 同 样 ，y 复合 体 
保护 的 位 点 也 位 于 辽 的 C 端 附近 ， 未 标记 的 B 亚 基 
能 阻止 这 种 保护 作用 。 

图 21. 22b 与 图 21. 22a 十 分 相近 ， 只 是 研究 者 在 
对 标记 的 刀 ' 进 行 是 迹 分 析 时 ， 洪 加 的 蛋白 质 是 a 亚 
基 和 整个 核心 酶 ， 而 不 是 8 亚 基 和 整个 y 复合 体 。 研 
究 者 观察 到 了 几乎 一 样 的 结果 : a 亚 基 和 整个 核心 酶 
以 及 8 亚 基 和 整个 yY 复合 体 保护 同一 位 点 ， 这 表明 核 
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心 酶 和 钳 装 载 器 能 够 与 B 亚 基 的 同一 位 点 相 结合 ， 而 
a 和 5 亚 基 则 分 别 介 导 了 蛋白质 之 间 的 结合 。 在 更 为 
深入 的 实验 研究 中 ， 因 为 pol M 包含 核心 酶 和 钳 装 
载 器 ， 所 以 研究 者 用 pol M 对 g RAAE 
析 ， 预 计 可 能 会 比分 离 的 亚 组 分 产生 更 多 的 足迹 ， 然 
而 事实 并 不 是 这 样 ， 这 与 pol II 通过 核心 酶 或 钳 装 
载 器 而 与 发生 相 互 作 用 ， 但 并 不 需要 核心 酶 和 钳 装 
载 器 同时 参与 的 假设 相 一 致 。 

如 果 B 钳 既 能 与 核心 酶 结合 也 能 与 钳 装 载 器 
结合 ,但 不 能 与 两 者 同时 结合 ， 那 么 ，B 钳 将 会 
优先 与 谁 结合 ? O’ Donnell 及 同事 用 凝 胶 过 滤 的 
方法 分 析 表 明 ， 当 看 白质 在 溶液 中 处 于 游离 状态 
时 ，B 钳 会 优先 与 错 装 载 器 结合 ， 这 是 因为 , 在 
与 核心 聚合 酶 结合 前 ，B 钳 需 要 通过 与 钳 装 载 器 结 
合 装载 到 DNA 模板 上 。 然 而 ,一旦 B 钳 被 装载 到 
有 引物 的 DNA 模板 上 时 ， 情 况 将 发 生 改 变 。 当 B 
钳 被 装载 到 DNA 模板 上 后 ，B 需要 与 核心 酶 结合 ， 
起 始 DNA 的 合成 。 为 验证 这 一 假设 ，O?Donnell 及 
同事 将 *S 标 记 的 B 错 装载 到 有 引物 的 M13 噬菌体 
DNA 上 ,然后 分 别 添加 标记 的 钳 装 载 器 (y 复合 
体 ) 和 未 被 标记 的 核心 酶 (图 21, 23a) 或 'H 标记 


(b) [SSIB + y 复合 体 + [3H] 核 心 酶 
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图 21.23 在 结合 有 引物 的 模板 存在 时 ，$ 钳 优先 结合 核心 酶 而 不 是 Y SAK. O'Donnell 及 同事 将 B 钳 CS 
标记 ) 装载 到 具 引物 的 M13 RRE DNA 模板 上 ， 如 图 左上 方 所 示 。 然 后 加 入 :H 标记 的 Y 复 合体 〈 红 色 ) 及 
未 标记 的 核心 酶 〈 绿 色 )， 将 混合 物 进行 凝 胶 过 滤 处 理 ， 以 检测 标记 的 y 复合 体 是 否 仍 与 B 钳 -DNA RAKE 
合 在 一 起 。 图 (a) 所 示 ， 标 记 的 Y 复合 体 〈 红 色 ) 独立 于 B 钳 -DNA 复合 体 而 析出 。 此 外 ， 研 究 者 加 入 :H 
标记 的 核心 酶 和 未 标记 的 y 复合 体 ， 重 复 进行 凝 胶 过 滤 处 理 。 如 图 (b) 所 示 ， 标 记 的 核心 酶 〈 绿 色 ) 与 R 钳 


-DNA 复合 体 GEH) 共 析 出 ， 说 明 当 有 钳 与 具 引 物 的 DNA 模板 结合 时 ， 


核心 酶 将 与 其 结合 。(Source: A- 


dapted from Naktinis, V., J. Turner and M. O’Donnell, A molecular switch in a replication machine defined by 
an internal competition for protein rings. Cell 84: 140, 1996.) 
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图 21.24 Y 复 合体 的 钳 卸 载 器 活性 。O7"Donnell 及 
同事 将 B 钳 装载 到 有 缺口 的 环 状 DNA 模板 上 ， 如 
图 上 方 所 示 。 然 后 在 y 复合 体 和 ATP EE 
色 ) 或 不 存在 〈 蓝 色 ) 两 种 情况 下 ， 按 图 中 所 示 
的 时 间 周 育 复合 物 。 最 后 将 混合 物 进 行 凝 胶 过 滤 
处 理 ， 以 检测 还 有 和 多少 B 错 仍 与 DNA 结合 ， 有 多 
少 已 经 解 离 。 图 上 方 的 卡通 形象 地 阐释 了 如 下 结 
R: Y 复 合体 和 ATP 加 速 了 B 钳 从 缺口 DNA 上 的 
fi 载 。 Adapted from Naktinis, V., 
J. Turner and M. O'Donnell, A molecular switch in 


( Source: 


a replication machine defined by an internal competi- 


tion for protein rings. Cell 84; 141, 1996. ) 


的 核心 酶 和 未 被 标记 的 y 复合 体 (图 21. 23b)， 将 
混合 物 进行 凝 胶 过 滤 处 理 ， 从 游离 的 蛋白 质 中 分 离 
DNA- 蛋 白质 复合 体 。 在 这 些 条 件 下 ， 装 载 在 DNA 
模板 上 的 B 错 显然 会 优先 与 核心 聚合 酶 结合 ， 在 B 
钳 -DNA 复合 体 上 几乎 没有 y 复合 体 的 结合 。 

一 旦 完成 一 个 冈 崎 片段 的 合成 ， 全 酶 必须 与 B 


钳 解 离 ， 然 后 移 向 新 的 B 钳 。 而 原来 的 B 钳 必须 从 
模板 上 释放 下 来 ， 以 便 参 与 另 一 个 冈 崎 片段 的 合成 。 
我 们 虽然 已 知 pol II 具有 钳 印 载 活性 ， 但 并 不 了 解 
是 pol ITL 的 哪 一 部 分 具有 印 载 活性 。O7Donnell 及 
同事 通过 凝 胶 过 滤 实 验 分 析 表明 ，y 复合 体 具有 钳 
RAGE. E 21. 24 描述 了 该 项 实验 的 操作 过 程 
与 结果 。 研 究 者 将 B 错 装载 到 有 缺口 的 DNA 模板 
上 ， 去 除 其 他 所 有 和 蛋白质 ， 然 后 在 y 复合 体 存在 或 
不 存在 两 种 情况 下 ， 钥 育 DNA- 蛋 白质 复合 体 。 研 
究 发 现 ， 在 y 复 合体 和 ATP 存在 时 ，8 钳 会 很 快 地 
从 缺口 DNA 模板 上 被 印 载 下 来 , 而 y 复合 体 和 
ATP 不 存在 时 ， 印 载 速度 较 慢 。 

y 复合 体 既 是 钳 装载 器 ， 又 是 钳 印 载 器 。 但 是 ， 
由 什么 机 制 能 够 决定 y 复合 体 何 时 装载 或 印 载 滑动 
HIVE? 如 图 21.25 所 示 ，DNA 的 状态 似乎 是 一 个 开 
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图 21.25 后 随 链 复制 概述 。 从 B 钳 与 pol IIT 的 
Y 复 合体 (红色 ) 开始 。 Ca) y 复合 体 将 B 钳 
〈 蓝 色 ) 装载 到 结合 有 引物 的 模板 上 。 (b) y 复 
合体 或 钳 印 载 器 与 B 钳 解 聚 。 Cc) 核心 酶 〈 绿 
色 ) S BHAA. (d) 核心 酶 与 B 错 协同 进行 性 
地 合成 网 崎 片段 ， 在 两 个 网 崎 片段 之 间 会 留 有 缺 
口 。(e) 聚合 酶 核心 与 B 钳 解 离 。 (f) y 复合 体 
与 B 错 重新 结合 。 (g) Y 复 合体 作为 钳 印 载 器 ， 
使 B 错 脱离 模板 。 此 时 ， 游 离 的 B 错 可 以 进入 新 
一 轮 循环 ， 再 循环 到 模板 的 另 一 个 引物 处 。 
(Source; Adapted from Herendeen, D.R. and 
T. J. Kelly, DNA polymerase III; Running rings 
around the fork. Cell 84; 7, 1996.) 
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关 。 当 BB 钳 以 游离 形式 存在 于 溶液 中 且 有 结合 有 引 
物 的 模板 可 供 利 用 时 ，B 钳 会 优先 与 y 复合 体 结合 ， 
此 时 ，Y 复合 体 作为 钳 装 载 器 将 B 钳 装载 到 DNA 模 
板 上 。 一旦 与 DNA 结合 ，B 钳 将 优先 与 核心 聚合 酶 
结合 ， 使 之 在 合成 冈 崎 片段 时 具有 很 高 的 进行 性 。 
当 片 段 合 成 、 只 留 下 一 个 缺口 后 ， 核 心 聚 合 酶 便 失 
去 与 B 钳 的 亲和力 。 于 是 ，B 钳 重新 与 y 复合 体 结 
Ae y 复合 体 作 为 钳 印 载 器 将 B 钳 从 DNA 模板 上 释 
放下 来 ， 使 之 再 循环 到 下 一 个 引物 处 ， 起 始 新 一 轮 
的 复制 。 

小 结 pol II 全 酶 的 2 个 核心 聚合 酶 通过 2 
个 + 亚 基 与 Y 复 合体 连接 在 一 起 ， 其 中 一 个 核心 
聚合 酶 负责 前 导 链 的 连续 合成 ， 另 一 个 核心 聚合 
酶 负责 后 随 链 的 不 连续 合成 。Y 复合 体 作 为 钳 装 
载 器 将 B 钳 装载 到 结合 有 引物 的 DNA 模板 上 。 
一 旦 完成 装载 ，B 钳 失去 与 Y 复 合体 的 亲和力 ， 转 
而 与 核心 聚合 酶 结合 ， 帮 助 核心 聚合 酶 高 度 进行 
性 地 合成 网 崎 片段 。 一 旦 完成 冈 崎 片段 的 合成 ， 
B 钳 失去 与 核心 聚合 酶 的 亲和力 ， 进 而 再 与 y 复 
合体 结合 ， % 复合 体 作为 钳 印 载 器 将 B 钳 从 DNA 
模板 上 释放 下 来 ， 使 之 再 循环 到 下 一 个 引物 处 ， 
起 始 新 一 轮 的 复制 。 实 现 此 过 程 的 重复 。 


21.3 复制 的 终止 


对 于 入 噬菌体 及 其 他 一 些 噬 蓝 体 而 言 ， 通 过 复 
制 会 产生 长 的 线性 连环 体 ， 复 制 的 终止 相对 简单 。 
持续 复制 的 连环 体 被 按 基因 组 大 小 切割 ， 然 后 被 包 
装 到 噬菌体 的 头 部 。 但 对 细菌 和 真 核 生 物 而 言 ， 其 
DNA 复制 有 明确 的 起 点 和 终点 ， 复 制 终止 的 机 制 更 
为 复杂 :也 更 值得 我 们 去 探究 。 细 菌 DNA 在 复制 过 
程 中 ，2 个 复制 又 在 终止 区 相互 千 近 ， 终 止 区 内 包含 
有 能 够 与 特异 蛋白 结合 的 22bp 的 终止 子 位 点 。TerA- 
TerF 是 E.coli 的 终止 子 (Ter) 位 点 ， 其 排列 次 序 如 
图 21, 26 所 示 。Ter 位 点 结合 Tos 蛋白 (终止 相关 和 蛋 
白 )。 复 制 叉 进入 到 终止 区 后 ， 在 彻底 完成 复制 过 程 
前 会 发 生 暂停 ， 导 致 2 个 子 代 双 链 DNA 分 子 缠绕 在 
一 起 。 缠 绕 在 一 起 子 代 双 链 DNA 分 子 必须 在 细胞 分 
裂 前 解除 缠绕 ， 否 则 就 不 能 被 分 配 到 2 个 子 代 细胞 
中 。 如 果 不 能 解除 缠绕 ， 子 代 双 链 DNA 分 子 就 会 停 
留 在 细胞 的 中 间 位 置 ， 细 胞 分 裂 失败 并 可 能 会 导致 细 
胞 的 死亡 。 我 们 不 禁 会 问 : 子 代 双 链 DNA 分 子 如 何 
解除 缠绕 ?对 真 核 生物 而 言 ， 我 们 希望 知道 细胞 是 如 
何 补 平 因 引物 清除 而 在 线性 染色 体 5 端 留 下 的 缺口 。 
下 面 我 们 将 对 这 些 问题 逐一 进行 分 析 。 
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图 21.26 E.coli 基因 组 的 终止 区 。 两 个 携带 复制 体 
(绿色 ) 的 复制 丸 从 oriC 开始 星相 反方 向 向 环 状 
E.coli 染色 体 的 终止 区 移动 。3 个 终止 子 位 点 调控 一 
AMAR: TerE, TerD 和 TerA 终止 逆 时 针 方 向 移 
动 的 复制 叉 ; TerF、TerB 和 TerC 终止 顺 时 针 方向 
移动 的 复制 丸 。Tus 蛋白 结合 在 终止 子 位 点 上 ， 帮 助 
终止 子 位 点 阻止 移动 的 复制 丸 。(Source; Adapted 


from Baker, T.A., Replication arrest. 
521, 1995.) 


Cell 80; 


解 连接 : 解 开 缠绕 的 子 代 DNA 分 子 


图 21. 27 描述 了 细菌 在 DNA 复制 即将 结束 时 所 
面临 的 问题 。 由 于 细菌 DNA 分 子 为 环形 ，2 个 子 代 
双 螺 旋 分 子 如 2 个 相 扣 的 环 一 样 缠绕 在 一 起 ， 形 成 
环 链 体 (catenane)， 为 使 相 扣 的 DNA 分 子 分 配 到 
子 代 细胞 中 ， 必 须 解除 连接 。 如 果 解 连接 发 生 在 修 
复合 成 之 前 ， 那 么 ， 单 个 切口 就 是 以 使 DNA 解除 
连接 ， 拓 扑 异 构 酶 1 可 以 解除 连接 。 然 而 ， 如 果 修 
复合 成 先行 发 生 ， 则 需要 拓扑 异 构 酶 1 完成 解 连 
接 ， 该 酶 能 够 使 DNA 双 螺 旋 穿 过 双 链 断口 。 鼠 伤 
寒 沙门 氏 菌 〈Salmonelia typhimurium) 和 E.coli 
细胞 有 4 种 拓扑 异 构 酶 : 拓扑 异 构 酶 I 一 
IV (topo I~IV)。topo 1 和 topo HI 属于 I 型 拓扑 异 
构 酶 ，topo II 和 topo IV 属于 II 型 拓扑 异 构 酶 。 问 
GE: 哪 种 拓扑 异 构 酶 参与 子 代 DNA 分 子 的 拆 分 ? 

由 于 DNA 旋 转 酶 〈topo ID 在 DNA 复制 过 程 
中 发 挥 解 旋 的 功能 ， 因 此 许多 分 子 生物 学 家 猜测 
DNA 旋转 酶 也 能 使 子 代 双 链 分 子 解除 连接 。 但 是 ， 
Nicholas Cozzarelli 及 同事 证 实 拓扑 异 构 酶 IV 才 是 
真正 的 解 连 酶 。 在 体外 许可 和 非 许 可 温度 条 件 下 ， 
研究 者 测试 了 鼠 伤 寒 沙门 氏 菌 〈E. coli 的 近 缘 菌 ) 
不 同 温 度 敏感 突变 菌株 解 开 质 粒 pBR322 二 聚 体 的 
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W 21.27 解除 链 环 的 两 阶段 模型 。(a) 当 环 状 细菌 DNA 进行 6 模型 复制 时 ， 利 用 了 DNA 旋转 
酶 的 旋转 活性 ， 当 复制 停止 后 ， 亲 本 链 上 还 保留 一 些 缠绕 的 双 螺 旋 。 (b) 留存 的 亲本 双 螺 旋 熔 
解 ， 子 代 DNA 分 子 中 伸展 的 DNA 单 链 相互 缠绕 。(c) 修复 合成 填 平 单 链 缺 口 ， 但 两 条 子 双 链 
仍然 缠绕 成 链 环 体 。 链 环 体 中 的 扭 结 数 或 一 个 双 螺 旋 分 子 与 另 一 个 双 螺 旋 分 子 相交 的 次 数 ， 与 
经 过 步骤 Ca) 后 未 被 复制 的 亲本 双 螺旋 的 交叉 次 数 相同 ， 本 图 为 4 个 。(d) 2 个 子 代 双 链 DNA 
分 子 分 WH. (Source; Adapted from Adams, D.E., E.M.Shekhtman, E. I. Zechiedrich, 
M. B. Schmid and N. R. Cozzarelli, The role of topoisomerase IV in partitioning bacterial replicons 


and the structure of catenated intermediates in DNA replication, Cell 71; 278, 1992.) 


FEA. BERR, gyrA, parC, parE, parF 等 基 
因 发 生 了 突变 。gyrA 编码 topo 11 的 A 亚 基 ; parC 
和 parE 编码 topo IV 的 2 个 亚 基 ; parF $ parC 和 
parE 连锁 。 研 究 者 还 测试 了 DNA 旋转 酶 的 潜在 抑 
制剂 诺 气 沙 星 (norfloxacin) 的 影响 效应 ， 因 为 诺 
气 沙 星 是 DNA 旋转 酶 的 潜在 抑制 剂 ， 因 此 也 是 
DNA 复制 的 抑制 剂 。 

为 分 析 环 的 解 离 ， 研 究 者 在 诺 氟 沙 星 存在 或 不 
存在 两 种 情况 下 ， 分 别 于 30X 或 44C 条 件 下 培养 细 
胞 ， 然 后 从 细胞 中 提取 DNA, FH] DNase 1 处 理 使 
DNA 分 子 产生 切口 ， 以 松弛 超 螺旋 ， 电 泳 后 进行 
Southern 斑点 杂交 。 最 后 ，pBR322 探 针 与 Southern 
斑点 进行 杂交 。 在 Southern 斑点 杂交 的 放射 自 显影 
图 像 上 ， 环 连 体 旺 现 系列 条 带 ， 分 布 于 切口 二 聚 体 
和 切口 单 体 标记 之 间 ， 每 一 条 带 对 应 的 环 连 体 具 有 
不 同 的 节点 数 或 交叉 数 〈 如 图 21. 27 左下 方 的 结构 
有 4 个 节点 ， 在 节点 处 ，2 个 质粒 彼此 交叉 )。 值 得 
注意 的 是 ， 节 点 数 越 多 ， 环 连 体 的 电泳 迁移 率 越 大 。 
图 21. 28 中 放射 自 显 影 图 像 显 示 ，parC 和 parE $ 
因 发 生 损伤 的 突变 体 在 无 诺 氟 沙 星 存在 并 且 非 许可 
温度 〈44C) 条 件 下 不 能 将 质粒 解 连 环 ， 这 表明 to- 
Po IV 对 解 连接 是 十 分 重要 的 。 诺 氟 沙 星 通过 阻 断 


DNA 旋转 酶 活性 而 使 DNA 复制 发 生 暂 停 ， 并 且 很 
可 能 允许 少量 的 topo TV 或 其 他 拓扑 异 构 酶 进行 后 
续 的 解 连接 。 相 反 ，DNA 旋转 酶 发 生 突变 的 菌株 在 
非 许可 温度 条 件 下 ， 不 管 诺 氟 沙 星 是 否 存在 ， 都 不 
会 积聚 环 连 体 ， 这 暗示 DNA 旋转 酶 没有 参与 解 连 
接 。 在 检测 E. coli 温度 敏感 型 parC 和 parE 突变 体 
BY, Cozzarelli 及 同事 观察 到 了 类 似 的 现象 ， 说 明 在 
E.coli 中 ，topo IV 也 参与 了 解 连接 。 

图 21. 27 左下 方 显示 的 环 连 体 有 4 个 节点 ， 因 
为 右上 方 的 2 个 子 代 双 螺 旋 DNA 分 子 在 复制 即将 结 
东 时 还 有 4 个 交叉 点 。 图 21. 27 描述 的 两 阶段 机 制 
提出 了 一 些 假设 ,第 一 ， 在 我 们 称 之 为 螺 绕 环 (to- 
rus) 〈 螺 绕 环 为 环形 结构 ) 的 环 连 体 中 ，2 个 子 代 质 
粒 彼此 螺旋 缠绕 ; 第 二 ， 由 于 DNA 是 右手 螺旋 ， 
所 以 ，2 个 子 代 质 粒 彼此 缠绕 形成 的 螺旋 也 一 定 是 
右手 螺旋 ， 第 三 , 我 们 观察 到 的 节点 数目 应 为 偶数 ， 
最 后 ， 由 于 2 个 子 代 质粒 具有 相同 的 方向 ， 所 以 环 
连 体 应 该 是 平行 结构 。 只 有 两 阶段 模型 才能 形成 右 
手 平行 的 螺 绕 环 连 体 。 

为 验证 温度 升 高 后 突变 细胞 内 剩余 环 连 体 的 特 
征 ，Cozzarelli 及 同事 用 RecA 蛋白 将 环 连 体 包 装 成 
易于 观察 的 形式 ， 于 电子 显微镜 下 观察 。 研究 者 观 
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图 21.28 鼠 伤 寒 沙门 氏 菌 突变 体 中 环 连 质粒 的 积累 。 (a) Southern 斑点 杂交 的 放射 自 显影 图 像 。 
Cozzarelli 及 同事 分 别 在 许可 温度 (300) 或 非 许可 温度 〈44"C) 条 件 下 ， 在 存在 或 不 存在 诺 氟 沙 星 
的 培养 基 上 培养 野生 型 及 4 种 温度 敏感 型 沙门 氏 菌 突变 菌株 ， 如 图 上 方 所 示 。 所 有 菌株 都 携带 
pBR322 质粒 。 从 培养 的 细菌 细胞 中 分 离 质 粒 DNA， 同 过 引入 切口 松弛 超 螺旋 ， 进 行 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 分 离 节 点 数 不 同 的 环 连 体 。 进 行 Southern 斑点 杂交 后 ， 用 标记 的 pBR322 DNA 为 探 针 检测 DNA 
BER. PRA n 和 4 的 Marker 为 有 切口 的 线性 质粒 DNA， 其 大 小 kb 为 单位 ) 分 别 标注 图 的 右 侧 和 
左 侧 。sc 表示 超 蜡 旋 质 粒 的 位 置 。parC 和 parE 突变 株 在 非 许可 温度 下 不 能 将 连接 的 子 代 质 粒 解 开 ， 
但 是 其 他 菌株 包括 温度 敏感 型 DNA 解 旋 酶 gyrA 突变 菌株 能 够 在 非 许可 温度 下 解 开 连 接 。(b) 对 切 
口 质 粒 pBR322 (n 4. 36) 的 斑点 进行 曝光 不 足 处 理 ， 以 显示 每 个 泳 道 的 加 样 量 。(Source: (a-b) 
Adams, D.E., E.M,Shekhtman, E. L. Zechiedrich, M. B Schmid and N. R. Cozzarelli, The role of 
topoisomerase TV in partitioning bacterial replicons and the structure of catenated intermediates in DNA 


replication. Cell 71 (16 Oct 1992) f.2, p.279. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


察 到 多 种 具有 偶数 节点 的 螺 绕 环 连 体 结构 〈 图 
21.28 也 表明 ， 在 环 连 体 中 只 有 偶数 个 节点 )， 而 
且 ， 仔 细 查 验 显 微 图 像 发 现 ， 正 如 两 阶段 模型 所 预 
测 的 那样 ， 螺 绕 环 连 体 为 右手 螺旋 。 更 为 复杂 的 分 
析 表 明 2 个 子 代 质粒 确实 是 平行 的 。 这 样 ， 两 阶段 
模型 所 需 的 所 有 条 件 就 完全 符合 ， 相 关 数 据 也 有 力 
地 支持 了 该 模型 ， 即 topo IV 对 质粒 具有 解 连接 作 
用 。 但 是 topo IV 在 细菌 染色 体 的 解 连接 中 是 否 具 
有 相同 的 功能 呢 ? 答案 是 肯定 的 ， 因 为 topo IV 突 
变 是 致死 的 ， 死 亡 细胞 内 存在 未 完全 分 离 的 染色 体 - 

真 核 生 物 染色 体 不 是 环形 ， 但 存在 多 个 复制 子 、 
因此 ， 来 自 相 邻 复制 子 的 复制 叉 彼 此 靠近 时 ， 与 细 
菌 染 色 体 的 2 个 复制 又 在 终止 位 点 彼此 靠近 的 情形 
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十 分 相近 。 显 然 ， 这 会 阻止 DNA 复制 的 最 终 完成 ， 
所 以 ， 真 核 生物 的 染色 体 也 会 形成 必需 被 解 连接 的 
环 连 体 。 真 核 生 物 的 topo I 与 细菌 DNA 旋转 酶 相 
比 更 类 似 于 topo IV， 是 解 连 酶 的 重要 候选 者 。 

小 结 在 复制 过 程 的 末期 环 状 细菌 染色 体形 
成 了 需 通过 两 步 过 程 才能 解 离 的 环 连 体 。 首先 , 连 
接 两 条 链 未 被 复制 的 双 螺 旋 熔 解 ， 然 后 修复 合成 填 
补 空 阶 。 形 成 了 具有 偶数 节点 的 右手 平行 螺 绕 环 连 
体 ， 由 拓扑 异 构 酶 TV 从 节点 处 将 环 连 体 解 开 ,线性 
真 核 生物 染色 体 在 DNA 复制 过 程 中 也 需要 解 连接 。 


真 核 生 物 DNA 复制 的 终止 
真 核 生 物 在 DNA 复制 结束 时 面临 着 原核 生物 


不 会 遇 到 的 困难 : 填补 RNA 引物 去 除 后 留 下 的 空 
BR. STARA IG DNA 而 言 ， 填 补 所 有 的 空隙 
是 没有 任何 问题 的 ， 因 为 在 空 阶 的 上 游 总 有 其 他 
DNA 片段 的 3' 端 起 到 引物 的 作用 (图 21. 29a), 但 
是 ， 由 于 真 核 生物 染色 体 为 线性 结构 ， 一 旦 每 条 链 
上 的 第 一 个 引物 被 去 除 (图 21. 32b)， 由 于 DNA 分 
子 不 能 按 3 一 ~5 方向 延伸 ， 也 不 像 环 形 DNA 分 子 那 
样 拥有 上 游 3 端 ， 所 以 ， 留 下 的 空隙 是 无 法 填补 的 。 
如 果 情 况 确实 如 此 ， 这 样 ，DNA 每 复制 一 次 染色 体 
就 会 缩短 一 段 RNA 引物 的 长 度 。 那 么 细胞 将 如 何 
解决 这 个 问题 ? 

端 粒 维持 Elizabeth Blackburn 及 同事 找到 了 
问题 的 答案 ， 总 结 如 图 21. 29c。 真 核 生物 染色 体 末 
端的 端 粒 telomere) 由 短 的 富 含 GC 的 重复 序列 组 


(b) 


| ss 


Q- 


| 去除 引物 T 


© 


| 填补 空 除 


Oi 


NS 
a 


成 。 端 粒 中 富 含 G 的 链 在 端 粒 酶 telomerase) 的 作 
用 下 以 非 半 保留 的 方式 被 添加 在 DNA 链 的 3' 端 。 
端 粒 中 的 重复 序列 具有 种 属 特异 性 ， 在 四 膜 虫 
(Tetrahymena) 中 ， 该 序列 为 TTGGGG /AAC- 
CCC; 在 包括 人 在 内 的 消 椎 动物 中 ， 端 粒 序列 为 
TTAGGG/AATCCC, Blackburn 指出 ， 这 种 特异 性 
取决 于 端 粒 酶 自身 ， 因 为 端 粒 的 合成 需要 以 端 粒 酶 
的 小 RNA 分 子 为 模板 。 这 样 就 解决 了 末端 短 缩 的 
问题 : 端 粒 酶 在 染色 体 的 3' 端 添加 具有 自身 序列 特 
征 的 许多 重复 序列 ， 然 后 在 端 粒 内 引发 富 含 C 链 的 
合成 。 即 使 引物 被 去 除 且 无 DNA 序列 填补 也 无 关 
紧要 ， 因 为 只 是 端 粒 序列 发 生 了 丢失 ， 而 且 丢 失 的 
序列 可 通过 端 粒 酶 及 新 一 轮 的 端 粒 合成 所 恢复 。 
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图 21.29 引物 去 除 后 残留 缺口 的 处 理 。(a) 在 细菌 中 ， 环 状 DNA 链 的 3' 端 可 作为 引物 而 引发 DNA 的 合 
成 ， 填 补 第 一 条 引物 红色 ) 切除 后 残留 的 缺口 。 为 简便 起 见 ， 图 中 只 显示 了 一 条 复制 的 链 。 (b) 假设 模 
型 。 如 果 线 性 DNA 链 5 端 只 是 简单 地 将 引物 去 除 ， 而 没有 端 粒 酶 发 挥 作用 ， 那 么 ， 染 色 体 未 端的 缺口 在 每 
一 次 DNA 复制 后 都 会 增长 。(c) 端 粒 酶 解决 末端 端 缩 的 方式 。 第 一 步 ， 子 链 5 端的 引物 〈 红 色 ) 被 去 除 ， 
留 下 缺口 。 第 二 步 ， 端 粒 酶 在 另 一 条 子 链 的 3' 端 加 上 额外 的 端 粒 DNA〈 绿 色 框 )。 第 三 步 ， 以 新 加 入 的 端 粒 
DNA 作为 模板 进行 DNA 合成 。 第 四 步 ， 第 三 步 使 用 的 引物 被 去 除 。 留 下 缺口 ， 但 是 端 粒 酶 活性 确保 不 会 
发 生 DNA 缺失 。 图 中 所 示 的 端 粒 与 引物 的 长 度 并 不 成 比例 。 人 的 端 粒 可 长 达 几 千 个 核 背 酸 。(Source: 
(c) Adapted from Greider, C. W. and E. H. Blackburn, Identification of a specific telomere terminal transfer- 
ase activity in tetramere extracts, Cell 43 (Dec Pt] 1985) f. 1A, p. 406. ) 


Blackburn 很 明智 地 选择 纤毛 类 原生 动物 一 一 四 
WU (Tetrahymena) 来 研究 端 粒 酶 活性 。 四 膜 虫 
有 两 类 细胞 核 : @ 小 核 ， 含 有 全 部 基因 组 的 5 对 染 
色 体 ， 负 责 基因 由 亲 代 向 子 代 的 传递 ; @ 大 核 ，5 
对 染色 体 断 裂 成 200 多 条 短片 段 ， 负 责 基因 的 表达 。 
这 些微 染色 体 的 末端 均 携带 有 端 粒 ， 所 以 四 膜 虫 细 


胞 的 端 粒 要 多 于 人 类 细胞 ， 这 些 端 粒 都 在 端 粒 酶 的 

作用 下 添加 到 微 染色 体 的 末端 ， 特 别 是 在 大 核发 育 

阶段 ,新 形成 的 微 染 色 体 必须 在 端 粒 酶 的 作用 添加 

端 粒 ， 因 此 ， 从 四 膜 虫 细胞 中 分 离 端 粒 酶 比较 容易 。 

1985 年 ，Carpl Greider 和 Blackburn 通过 对 处 

于 大 核发 育 阶段 的 同步 化 四 膜 虫 细胞 提取 物 的 研究 
+ 645 ， 
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图 21.30 ” 端 粒 酶 活性 的 鉴定 。Carpl Greider 和 
Blackburn 使 四 膜 虫 细 胞 同步 交配 ， 并 使 子 代 生 
长 到 大 核发 育 阶段 。 研 究 者 制备 无 细胞 提取 物 ， 
在 加 入 标记 和 未 标记 核 苷 酸 的 情况 下 〈 图 上 方 
所 示 )， 与 人 工 合成 的 有 4 个 TTGGGG 端 粒 重 
复 序列 的 寡 聚 体 共同 温 育 90min， 产 物 经 电泳 后 
进行 放射 自 显影 检测 。 泳 道 9 一 12 为 E. coil 
DNA RAN 1 AY Klenow 片段 蔡 换 了 四 膜 虫 细胞 
提取 物 。 泳 道 13 一 16 为 细胞 提取 物 ， 但 没有 引 
物 。 端 粒 酶 显然 只 有 在 dGTP 和 dTTP 都 存在 的 
情况 下 才 有 活性 。( Source: Greider, C. W. and 
EH. 
telomere terminal transferase activity in tetramere 
extracts, Cell 43 (Dec Ptl 1985) f. 1A, p. 406. 
Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


Blackburn, Identification of a specific 


成 功 鉴定 了 端 粒 酶 的 活性 。 在 体外 ， 研究 者 利用 包 
含 4 个 重复 的 TTGGGG 端 粒 序列 的 合成 引物 分 析 
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端 粒 酶 的 活性 ， 反 应 体系 中 添加 放射 性 核 苷 酸 以 标 
记 延 伸 的 端 粒 样 DNA 产物 。 图 21. 30 显示 了 实验 的 
结果 ， 泳 道 1 一 4 为 添加 不 同 标记 核 苷 酸 〈 分 别 为 
dATP, dCTP, dGTP 和 dTTP)、 同 时 添加 其 他 3 
种 未 标记 核 苷 酸 的 实验 结果 ， 泳 道 1 为 添加 标记 
dATP 的 结果 ， 只 出 现 一 弥散 片 状 条 带 ; 泳 道 2 和 4 
显示 人 工 合成 的 端 粒 ， 没 有 获得 延伸 ; 泳 道 3 为 添 
加 标记 dGTP 的 实验 结果 ， 显 示人 工 合成 的 端 粒 被 
周期 性 延伸 ， 每 一 簇 条 带 代表 新 添加 了 一 至 多 个 
TTGGGG 序列 (由 于 完成 程度 的 不 同 )， 所 以 呈现 
条 带 筷 ,而 不 是 单条 带 。 当 然 ， 同 使 用 dGTP 一 样 ， 
使 用 dTTP 也 应 该 会 使 端 粒 延伸 。 进 一 步 研究 表明 ， 
本 实验 中 使 用 的 dTTP 浓度 太 低 ， 若 在 高 浓度 条 件 
F. dTTP 能 够 摊 入 到 端 粒 中 。 泳 道 S~8 为 添加 一 
PRCT A Rn — ERI A EF M AO E W Ei 
果 。 正 如 所 料 ， 该 实验 证 实 只 有 在 未 标记 dTTP 存 
在 条 件 下 ，dGTP 才能 挫 入 到 端 粒 中 , 因为 这 条 端 粒 
链 仅 由 G 和 工 组 成 。 泳 道 9 一 12 为 对 照 ， 表 明 常规 
的 DNA 聚合 酶 、Klenow 片段 不 能 延伸 端 粒 ; 泳 道 
13 一 16 表明 端 粒 酶 活性 依赖 于 端 粒 样 的 引物 。 

在 没有 互补 DNA 链 可 阅读 的 情况 下 ， 端 粒 酶 
如 何在 端 粒 末端 添加 正确 的 碱 基 序列 ” 端 粒 酶 在 合 
成 端 粒 时 ， 是 以 自身 的 RNA 组 分 为 模板 的 〈 注 意 ; 
RNA 作为 模板 而 不 是 引物 )。 在 1987 年 ，Greider 
和 Blackburn 发 现 ， 端 粒 酶 是 由 端 粒 酶 RNA 和 看 白 
质 亚 基 组 成 的 核糖 核 蛋 白 。1989 年 ， 他 们 克隆 并 测 
序 了 编码 四 膜 虫 映 粒 酶 159nt RNA 亚 基 的 基因 ， 该 
亚 基 包 含有 CAACCCCAA 序列 。 理 论 上 讲 , 该 序 
列 可 以 作为 模板 ， 在 四 膜 虫 端 粒 末 端 添 加 额外 的 重 
复 序列 TTGGGG (图 21. 31)。 

Blackburn 及 同事 用 遗传 学 方法 证 明了 端 粒 酶 
RNA 确实 是 端 粒 合成 的 模板 。 研 究 表明 ， 端 粒 酶 
RNA 发 生 突变 ， 会 引起 端 粒 序列 发 生 相 应 的 改变 。 
他 们 改变 了 四 膜 虫 端 粒 酶 RNA 编码 基因 中 5 - 
CAACCCCAA-3' 的 序列 : 

wt: 5'-CAACCCCAA-3' 

1: 5'-CAACCCOCAA-3' 

2; 5'-CAACCTCAA-3' 

3: 5'-CGACCOCAA-3’ 
在 这 3 种 突变 体 (1、2 和 3) h, AF HRA 
表示 该 碱 基 发 生 了 改变 (或 插 人 ， 如 突变 体 1)。 研 
究 者 通过 质粒 将 野生 型 或 突变 型 基因 导入 四 膜 虫 细 
胞 ， 以 保证 基因 能 够 超 表 达 。 虽 然 每 种 情况 下 都 保留 
有 内 源 野 生 型 基因 ,但 由 于 外 源 基 因 的 超 表达 ， 内 
源 野 生 型 基因 的 效应 将 被 掩盖 。 从 每 一 类 转化 细胞 
中 提取 端 粒 DNA, Southern 斑点 杂交 的 结果 显示 ， 
预期 与 突变 体 1 (TTGGGGG) 和 3 (GGGGTC) 的 


CCCCAACCCCAACCC -5 “=AACCCCAAC UY 
GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG -3' 
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图 21.31 四 膜 虫 端 粒 的 形成 。(a) 端 粒 酶 (黄色 ) 促使 富 含 G 的 端 粒 链 的 3' 端 与 端 粒 酶 模板 RNA ( 红 
色 ) 杂交 。 端 粒 酶 利用 自身 RNA 的 3 个 碱 基 (AAC) 为 模板 ， 在 端 粒 的 3' 端 添加 3 个 碱 基 (TTG, M 
体 )。(b) 端 粒 酶 移 位 到 端 粒 新 的 3 端 ， 使 其 模板 RNA 左 侧 的 AAC 序列 与 端 粒 中 新 加 入 的 TTG 配对 。 
(O 端 粒 酶 利用 模板 RNA 在 端 粒 3 端 再 加 上 6 ATE (GGGTTG, 黑体 )。 从 (a) E (c) 的 步 又 能 
够 被 无 限 重复 ， 从 而 使 富 含 G 的 端 粒 链 延 长 。(d) 当 富 含 G 的 链 延 伸 至 足够 长 时 (可 能 比 图 示 的 要 长 )， 
引发 酶 〈 橙 色 ) 合成 能 与 富 含 G 的 端 粒 链 的 3 端 互补 的 RNA 引物 (黑体 )。(e) DNA RAR (绿色) 利 
用 新 合成 的 引物 引发 DNA 合成 ， 填 补 存留 在 富 含 C 的 端 粒 链 上 的 缺口 。(f) 引物 被 切除 ， 在 富 含 G 的 端 
粒 链 的 3 端 形 成 长 为 12 一 16nt 的 突出 端 。 
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端 粒 序列 杂交 的 探 针 确实 与 来 自转 化 突变 基因 的 细 
胞 的 端 粒 DNA 发 生 了 杂交 。 此 外 ， 这 对 突变 体 2 不 
起 作用 ， 因 为 不 存在 能 够 与 探 针 杂交 的 端 粒 DNA. 
而 该 探 针 能 够 与 GAGGTT 序列 杂交 。 

这 些 研 究 结果 表明 ， 突 变 的 端 粒 酶 RNA1 和 
RNAS 可 以 作为 端 粒 延 伸 的 模板 ， 而 突变 的 端 粒 酶 
RNA2 则 不 能 作为 端 粒 延伸 的 模板 。 为 验证 这 一 推 
Wi, Blackburn 及 同事 转化 端 粒 酶 RNA3 突变 基因 ， 
对 来 自 此 类 细胞 的 端 粒 片段 进行 测序 ， 其 序列 如 下 : 

5'-CTTTTACTCAATGTCAAAGAAATTAT- 
TAAATT(GGGGTT)» (GGGGTC): GGGGTT (G- 
GGGTC)sGGGGTTGGGGTC (GGGGTT)-3" 

带 下 画 线 的 碱 基 一 定 是 由 突变 的 端 粒 酶 RNA 所 
编码 。 这 个 非 均 质 序列 与 该 物种 十 分 一 致 的 正常 端 粒 
序列 存在 很 大 差异 。 最 初 的 30 个 重复 序列 似乎 是 在 
转化 前 已 由 野生 型 端 粒 酶 RNA 编码 合成 ， 其 后 是 11 
个 突变 重复 序列 ， 其 间 包 含有 2 个 野生 型 重复 序列 ， 
最 后 的 序列 均 为 野生 型 序列 。 未 端的 野生 型 序列 可 能 
是 与 野生 型 端 粒 重组 的 结果 ， 或 是 在 细胞 丢失 突变 的 
端 粒 酶 RNA 后 端 粒 才 开始 合成 的 结果 。 尽 管 如 此 ， 
如 果 端 粒 序列 是 以 突变 端 粒 酶 RNA 为 模板 合成 的 
那么 就 应 该 存在 大 量 重复 的 正确 序列 ,事实 也 是 如 
此 ， 正 如 我 们 预料 的 那样 。 所 以 ， 端 粒 酶 RNA 是 端 
粒 合成 的 模板 ， 正 如 图 21. 31 所 示 。 

端 粒 酶 以 RNA 为 模板 合成 DNA 链 的 事实 暗示 
端 粒 酶 作为 反 转 录 酶 而 起 作用 。 所 以 ，Blackburn 及 
其 他 研究 者 开始 着 手 纯 化 端 粒 酶 ， 以 研究 分 析 端 粒 
酶 确实 是 以 反 转录 酶 的 形式 发 挥 功 能 的 。 在 研究 纯 
化 端 粒 酶 10 年 后 的 1996 年 ，Joacim Lingner 和 
Thomas Cech 最 终 成 功 地 从 另 一 种 纤毛 类 原生 动物 
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每 个 人 都 知道 ， 生 物体 包括 人 类 在 内 都 是 会 死亡 的 。 但 生物 学 家 过 去 曾 认为 来 源 于 人 体 的 培养 细胞 


Wh (Euplotes) 中 获得 了 纯化 的 端 粒 楷 。 该 酶 包 
含有 P43 和 pl23 蛋白 以 及 作为 模板 延伸 端 粒 的 RNA 
亚 基 。pl23 蛋白 具有 反 转 录 酶 的 特征 序列 ， 说 明 该 
蛋白 为 端 粒 酶 提供 了 催化 活性 ， 所 以 又 称 之 为 端 粒 本 
反 转 录 酶 (telomerase reverse transcriptase, TERT). 
由 于 端 粒 酶 反 转 录 酶 发 现 之 时 ， 人 恰 是 人 类 基因 组 计 
划 正 在 顺利 进行 之 时 ， 没 多 久 就 在 人 类 基因 组 中 发 
现 了 互补 序列 ， 并 于 1997 年 克隆 了 人 类 的 端 粒 酶 反 
转录 酶 基因 hTERT。 

结构 分 析 表 明 ，TERT 蛋白 的 C 端 部 分 具有 反 

转录 酶 活性 ，N 端 部 分 负责 与 RNA 的 结合 。 事 实 
E, KE MLA KER RNA 与 蛋白 质 结合 会 增 
加 活性 ， 从 而 履行 其 模板 功能 ， 在 酶 的 活性 位 点 处 
将 核 苔 酸 添 加 到 正在 生长 的 端 粒 上 。 

直到 2003 年 才 了 解 到 ， 包 括 人 类 在 内 的 高 等 真 

核 生 物 的 体 细胞 内 无 端 粒 酶 活性 ， 而 生殖 细胞 则 保 
留 有 端 粒 酶 活性 。William Hahn 及 同事 研究 表明 ， 
培养 的 正常 人 类 细胞 也 只 是 在 DNA 复制 的 S 期 内 
以 较 低 的 水 平 短 时 表达 端 粒 酶 。 此 外 ， 瘤 细胞 却 具 
有 很 高 的 端 粒 酶 活性 且 是 组 成 型 表达 的 。 这 些 发 现 
为 了 解 癌 细 胞 特性 ， 甚 至 控制 癌 细 胞 都 具有 深远 的 
意义 〈 见 知识 窗 21. 1) 。 

小 结 ” 真 核 生物 染色 体 未 端 具 有 特殊 的 端 粒 
结构 ， 端 粒 的 一 条 链 是 由 许多 串联 重复 且 帘 含 G 
的 短 序列 组 成 ， 该 重复 序列 具有 种 属 特异 性 ， 富 
含 G6 的 端 粒 链 由 端 粒 酶 合成 ， 端 粒 酶 的 RNA 成 
分 是 端 粒 合成 的 模板 。 富 含 C 的 端 粒 链 通 过 常规 
的 RNA 引发 DAN 复制 的 方式 进行 合成 ， 类 似 于 
常规 后 随 链 的 合成 。 该 机 制 能 够 确保 染色 体 末端 
可 被 重建 ， 和 避免 因 每 轮 复制 而 导致 末端 短 缩 ， 


| 是 永生 的 。 培 养 的 单 细胞 最 终 会 死亡 ， 但 培养 的 细胞 系 则 能 无 限 分 你 。 在 20 世纪 .60 年 代 ，Leonafd hay- 
| flick 发 现 体外 培养 正常 人 类 体 细胞 并 不 是 永生 的 ， 在 培养 长 上 可 传代 数 是 有 限 的 ， 大 约 为 50 代 ，: 然 后 进 
ARM, RAAPT. 体外 培养 的 正常 细胞 最 大 增殖 次 数 称 为 Hayflick 极限 ， 但 癌 细 胞 属于 水 生 纳 
胞 ， 可 以 无 限 传代 。 

研究 发 现 ， 正 常 细胞 与 癌 细 胞 存在 很 大 的 差异 ,而 这 种 差异 也 许 能 够 阅 炎 冶 细 胞 永生 的 原因 。 人 类 
癌 细 胞 内 存在 大 量 的 端 粒 酶 且 是 组 成 型 表达 的 ， 而 休 细 胞 内 一 般 只 有 惩 弱 的 端 粒 酶 且 是 餐 时 表达 的 《 生 
殖 细 胞 内 必须 有 端 粒 酶 的 存在 ， 以 保护 舍 给 下 一 代 的 染色 体 的 未 端 )。 因 此 ， 癌 细胞 能 够 修复 因 复制 而 得 
编 的 端 粒 ， 但 绝 大 多 数 的 正常 细胞 则 不 能 修复 短 缩 的 染色 体 末 六 。 所 以 ， 癌 细胞 能 起 持续 分 裂 且 不 会 引 
起 染色 体 的 降解 ， 但 正常 细胞 的 业 色 体会 随 着 细胞 的 每 次 分 裂 而 逐渐 变 短 ， 迟 早 会 导致 端 粒 的 于 藉 ， k| 
| 失 端 粒 的 染色 体 末端 如 同 断裂 入 色 体 的 末端 ， 大 多 教 细胞 通过 仿 止 复制 ,最终 是 通过 死亡 来 防止 这 种 伤 ” 
| 害 ， 这 种 情况 不 会 在 辣 细 胞 中 发 生 ， 因 为 端 粒 酶 能 饮 使 冶 细 胞 免 于 死亡 。 
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癌变 细胞 的 本 质 性 变化 之 一 就 是 端 粒 酶 基因 的 再 激活 ， LAMMBRALKH AHMAR, Maid 
也 有 暗示 了 癌症 潜在 的 治疗 方法 ， 关闭 端 粒 酶 基因 的 表达 ， 或 更 为 简便 的 方法 是 用 药物 抑制 疯 粒 酶 活性 ， 
| 这 种 药物 对 大 多 数 正常 细胞 是 无 害 的 、 因 为 正常 细胞 一 开始 就 无 端 粒 栈 活性。 癌症 研究 者 正 致力 于 这 一 
策略 的 研究 。 但 是 ，2003 年 研究 发 现 ， 在 培养 条 件 下 人 的 纤维 原 细胞 能 够 低 水 平 表达 hTERT 基因 ， 纤 
维 原 细胞 获得 了 少量 的 瑞 粒 酶 活性 ， 从 而 使 这 种 治疗 癌症 的 策略 受到 了 怀疑 。 而 且 ， 无 活性 形式 的 | 
hTERT 基因 表达 或 通过 RNAi 抑制 正常 RTERT 基 因 表达 会 引起 人 纤维 原 细胞 提前 表 老 ， 所 以 ， 治 疗 痛 
加 的 策略 是 既 要 能 杀 死 冶 细 胞 ， 又 不 会 使 患者 的 正常 细胞 提前 死亡 。 

一 些 迹象 表明 ， 简 单 地 抑制 端 粒 酶 活性 可 能 不 会 导致 冶 细 胞 的 死亡 。 首 先 ， 缺失 端 粒 酶 活性 的 敲 除 
小 氮 可 以 正常 存活 ， 尽 管 最 终 会 由 于 端 粒 的 缺失 而 导致 不 育 ， 但 至 少 能 够 繁殖 6 代 。 然 而 ， 来 源 于 端 粒 
酶 项 除 小 鼠 的 细胞 能 够 获得 永生 化 特征 ， 这 些 细胞 能 够 被 致 肿瘤 病毒 转化 ， 转 化 细胞 移植 到 免疫 缺陷 小 
鼠 体 内 后 会 引发 肿瘤 。 因 此 ， 端 粒 酶 的 存在 并 不 是 冶 细 胞 发 生 的 绝对 必要 条 件 ， 或 许 小 饼 细胞 有 不 需要 
端 粒 酶 而 保存 端 粒 的 方式 。 我 们 必须 要 了 解 人 类 细胞 是 否 采 取 不 同 的 方式 。 

最 后 ， 在 培养 条 件 下 人 类 细胞 的 永生 使 人 们 开始 思索 长 生 不 老 的 问题 。 重 新 激活 人 的 体 细胞 端 粒 酶 
活性 能 和 否 延 长 寿命 ? 或 者 使 我 们 更 容易 惠 癌症 ? 为 回答 这 个 问题 ，Serge Lichtsteiner, Woodring Wright 
及 同事 将 hTERT 基因 导入 培养 的 人 类 体 细胞 中 ， 使 这 些 细胞 获得 端 粒 酝 活性， 实验 结 果 令 人 惊奇 这 
些 细胞 的 端 粒 被 延长 了 ， 细 胞 在 超过 其 正常 寿命 期 限 后 仍然 能 够 分 裂 ， 其 外 观 及 染色 体 含量 依然 如 同 分 
ERM, 而且 ， 这些 细胞 并 没有 表现 出 冶 变 的 迹象 。 这 些 发 现 确 实 是 令 人 振奋 ， 但 并 不 是 水 
RHAOW I, HAMA, 这 还 只 是 科学 幻想 。 


当 端 粒 结合 蛋白 被 发 现 后 ， 他 们 推论 ， 正 是 这 些 结 
合 在 染色 体 末端 的 蛋白 质 赋予 染色 体 以 末端 特征 。 


端 粒 结构 ” 除 保护 染色 体 未 端 、 防 止 其 降解 外 ， 
端 粒 还 有 另外 一 个 重要 的 功能 ,防止 DNA 修复 系 


统 错误 地 将 染色 体 末端 识别 为 染色 体 断口 而 将 染色 
体 粘 接 起 来 。 这 种 异常 的 染色 体 连接 可 能 是 细胞 的 
潜在 致死 因子 。 而且， 细胞 的 DNA 损伤 检测 系统 
能 够 检 出 损伤 ， 使 细胞 停止 分 裂 直至 损伤 修复 。 由 
于 末端 没有 端 粒 的 染色 体 看 起 来 更 像 是 断裂 的 染色 
体 ， 导 致 DNA 损伤 检测 系统 启动 ， 细 胞 停止 分 裂 ， 
最 终 死 亡 。 如 果 端 粒 结构 确实 像 图 21.29 和 图 
21.31 所 示 的 那样 ， 与 染色 体 断 口 几乎 没有 什么 差 
别 ， 那 么 细胞 如 何 识别 端 粒 所 具有 的 细微 差异 ? 

多 年 来 ， 分 子 生物 学 家 一 直 在 思索 这 个 问题 ， 


图 21.32 纤毛 虫 和 出 芽 酵 母 的 端 粒 结合 
HA. (a) 在 纤毛 虫 如 Oxytricha now H, 
二 聚 体 蛋 白 TEBP 结合 端 粒 末端 突出 的 3 
端 ， 起 保护 作用 。(b) 在 出 芽 醇 母 如 酿酒 
酵母 中 ，Cdcl3p 结合 在 3 游离 端 附近 ， 
招募 Stnlp 的 结合 ， 后 者 再 招募 Tenlp 的 
结合 。 这 些 蛋白 质 在 共同 保护 端 粒 末端 。 
(Source: Adapted from de Lange. T.. 
Telomere capping-one strand fits all. Sci- 
ence 2001 [2001] p.1075, f.1.) 


有 关 哺 乳 动 物 和 裂 殖 醇 母 的 单 链 端 粒 结合 蛋白 
我 们 将 在 本 节 后 面 讨论 。 然而， 哺乳 动物 还 可 以 通 
过 DNA 二 级 结构 来 保护 端 粒 突出 的 单 链 。 对 这 个 
问题 的 研究 始 于 哺乳 动物 端 粒 R 结合 蛋白 的 发 现 。 


(b) HIR 


在 纤毛 虫 如 Oxytricha nova 中 情况 确实 如 此 。 
图 21. 32a WAR. Oxytricha nova 的 端 粒 末端 突出 的 
单 链 包 埋 于 端 粒 末端 结合 蛋白 〈telomere end-bind- 
ing protein, TEBP) 之 中 ， 该 蛋白 质 包 含 TEBPa 和 
TEBPR 2 个 亚 基 ， 能 够 保护 DNA 免 受 降解 或 DNA. 
修复 酶 的 作用 。 酵 母 Saccharomyces cerevisiae 的 端 
粒 蛋白 是 Cdcl3p， 结 合 在 酵母 端 粒 末端 的 单 链 
DNA 上 ,吸引 Stnlp 蛋白 的 结合 ，Stnlp 又 可 招 
募 Tenlp 和 蛋白， 这 3 个 蛋白 质 共同 保护 酵母 的 端 
粒 (图 21. 32b)。 


Tenip/Stnip 


如 TTAGGG 重复 结合 因子 TRF] 和 TRF2， 这 两 个 
蛋白 质 在 端 粒 区 能 够 与 双 链 而 不 是 单 链 DNA 发 生 
特异 结合 。 直 到 2001 年 ， 还 没有 人 在 哺乳 动物 中 发 
现 能 与 端 粒 最 末端 (图 21. 31 所 示 的 富 含 G 的 单 链 
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突出 端 ) 发 生 特异 结合 的 蛋白 质 。 然 而 在 1999 年 ， 
Jack Griffith 和 Titia de Lange 及 同事 发 现 哺乳 动物 
的 端 粒 并 不 是 以 前 所 认为 的 线性 结构 ， 而 是 形成 
DNA MIR, BI t 环 Ctelomere loop)。 这 些 环 状 结构 
在 染色 体 上 是 唯一 的 ， 很 容易 使 端 粒 末端 与 因 染 色 
体 中 部 断裂 而 形成 的 线性 末端 区 分 开 来 。 

有 什么 证 据 能 够 证 明 t 环 的 存在 ? Griffith, de 
Lange 及 同事 首先 合成 了 TTAGGG 重复 序列 达 2kb 


的 典型 哺乳 动物 端 粒 DNA， 其 末端 为 150 一 200nt 
的 单 链 3 突出 端 ， 加 入 端 粒 结合 蛋白 TRF2， 对 形 
成 的 复合 物 进行 电子 显微镜 观察 。 图 21. 33a 显示 确 
实 存在 DNA EMER, BOI EA Mt TRF2 恰好 
位 于 环 - 尾 结 点 处 ,此 结构 出 现 的 概率 约 为 20%， 
相反 ， 当 研究 者 切除 单 链 的 3 突出 端 或 不 加 入 
TRF2 蛋白 ， 形 成 吻 哎 的 可 能 性 急剧 降低 。 

端 粒 形成 这 样 环 形 结构 的 途径 之 一 可 能 是 ， 单 


图 21.33 上 环 的 体外 形成 。(a) 环 的 直接 检测 。Griffith 及 同事 将 具有 端 粒 类 似 结构 的 典型 DNA 与 TRF2 
混合 ， 然 后 将 混合 物 涂 展 在 EM RE E. FARSI DNA 和 蛋白 质 使 其 形成 阴影 ， 电 镜 观察 形成 阴影 的 分 
子 。 图 中 出 现 一 个 明显 的 环 ，TRF2 蛋白 位 于 环 和 尾 的 连接 处 ; (Cb) 通过 交 联 而 稳定 环形 结构 。Griffith 
及 同事 制备 了 图 (a) 中 的 + 环 ， 然 后 经 补 骨 脂 素 和 UV 照射 使 双 链 DNA 交 联 ， 去 除 蛋 白 后 ， 将 交 联 的 
DNA 涂 展 在 EM 载 片上 ， 用 铂 和 色 喷 镍 使 之 形成 阴影 ， 进 行 电镜 观察 发 现 ， 存 在 一 个 明显 的 环 ， 线 条 表 
示 lkb, (Source: Griffith, J.D.. L.Comeau, S. Rosenfield, R.M Stansel, A. Bianchi, H. Moss and 
T. de Lange, Mammalian telomeres end in a large duplex loop, Cell 97 (14 May 1999) f.1, p.504. Re- 


printed by permission of Elsevier Science, ) 


链 3' 突 出 端 侵 人 了 双 链 端 粒 DNA 的 上 游 区 域 ， 如 
图 21. 34 所 示 。 如 果 这 个 假设 是 正确 的 ， 则 可 用 补 
ABRAM UV 照射 处 理 ， 使 双 链 DNA 链 上 的 胸腺 
喀 喧 发生 交 联 而 稳定 环形 结构 。 因 为 侵入 链 能 够 与 
被 侵 和 人 双 链 中 的 一 条 链 进行 碱 基 配对 ， 形 成 可 以 交 
联 的 双 链 DNA， 从 而 可 以 稳定 形成 的 环形 结构 。 图 
21. 33b 显示 了 Griffith, de Lange 及 同事 的 实验 结 
Re 研究 者 用 补 骨 脂 素 和 UV 照射 处 理 ， 使 模式 
DNA 发 生 交 联 , 然后 将 复合 体 进行 脱 蛋 白质 处 理 ， 
于 电子 显微镜 下 观察 分 子 结构 。 结果 发 现 ， 即 使 无 
TRF2 蛋白 的 存在 ， 环 形 结构 依然 清晰 可 见 ， 说 明 
DNA 分 子 通过 自身 的 交 联 而 实现 环形 结构 的 稳定 。 
研究 者 从 几 株 人 类 细胞 系 和 小 鼠 细胞 中 提取 了 
天 然 端 粒 ， 用 补 骨 脂 素 和 UV 照射 处 理 后 ， 于 电子 
显微镜 下 观察 到 了 同 图 21. 33b 一 样 的 结果 ， 表 明生 
物体 内 的 端 粒 形成 了 + 环 。 而 且 ， 这 些 假定 + 环 的 
大 小 与 已 知人 类 细胞 及 小 鼠 细胞 内 端 粒 的 长 度 完 
一 致 ， 进 一 步 证 实 了 端 粒 能 够 形成 环形 结构 的 假设 。 
为 进一步 证 实 观察 到 的 环形 结构 包含 有 端 粒 
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端 粒 重复 序列 
t 
= 
尾部 D 环 


图 21.34 哺乳 动物 的 环 模型 。 富 含 G 链 CAL 
色 ) 的 单 链 3' 端 侵入 双 链 端 粒 DNA 的 上 游 区 域 ， 
形成 一 个 长 的 + 环 和 环 尾 连 接 处 75 一 200nt AY A 
换 环 。 图 中 显示 邻近 端 粒 〈 蓝 色 和 红色 ) 的 短 亚 
端 粒 区 CRE). (Source: Adapted from Grif- 
fith, D. , L. Comeau, S. Rosenfield, R. M. 
Stansel, A. Bianchi, H. Moss and T. de Lange, 
Mammalian telomeres end in a large duplex loop. 
Cell, 97; 511, 1999. ) 


DNA 的 观点 ，Griffith、de Lange 及 同事 向 环形 DNA 
中 加 入 能 与 端 粒 双 链 DNA 特异 结合 的 TRE] 蛋白 。 


21.35 TRF! 和 SSB 5 t 环 的 结合 。(a) TRF, 


Griffith, de Lange 及 同事 纯化 出 天 然 的 HeLa 细胞 + 


环 ， 用 补 骨 脂 素 和 UV 照射 处 理 使 之 发 生 交 联 ， 然 后 加 能 与 端 粒 双 链 DNA 特异 结合 的 TRF1 蛋白 。 用 铂 
和 包 喷 镀 使 环形 成 阴影 后 于 电子 显微镜 下 观察 。t+ 环 〈 而 不 是 尾部 ) 由 TRE] 均一 地 覆盖 。 (b) SSB, HF 
究 用 E. coli 的 SSB 代替 TRF1， 进 行 上 述 实验 ，SSB 应 该 与 单 链 DNA 结合 ， 确 实 观察 该 蛋白 质 结合 在 环 - 
尾 结合 处 《箭头 所 示 )， 此 处 正 是 预计 的 单 链 取 代 环 的 位 置 。 线 条 代表 lkb. (Source: Griffith, J.D. , 
L. Comeau, S. Rosenfield, R. M. Stansel, A. Bianchi, H. Moss and T. de Lange, Mammalian telomeres end 


in a large duplex loop. Cell 97 (14 May 1999) f. 5, 


如 图 21, 35a 所 示 ， 研 究 者 观察 到 TRE] 蛋白 覆盖 在 
环形 DNA 上 。 

如 果 图 21. 34 所 示 的 链 侵 入 假说 是 正确 的 ， 那 
么 被 侵 人 DNA (HIRR DI) 所 置换 出 的 单 链 
DNA 在 达到 足够 长 度 后 ， 就 应 该 能 够 与 忆 . coli 的 单 
AAEH (SSB, SRW 20 章 ) 结合 。 图 21. 35b 
表明 ，SSB 确实 存在 于 尾 - 环 交接 处 。 这 正 是 我 们 预 
测 置 换 DNA 的 位 置 。 

TRE] 和 TRF2 E t 环形 成 过 程 中 有 何 作用 ? 
PA 21. 33b 表明 ，TRF2 存在 于 能 够 发 生 链 侵 入 的 
尾 - 环 交接 处 ， 而 且 我 们 也 了 解 到 ， 没 有 TRF 蛋白 
的 存在 就 不 会 有 环形 结构 的 形成 。 所 以 ，Griffiths、 
de Lange 及 同事 推测 该 蛋白 在 链 侵 人 过 程 中 起 作用 ， 
并 与 链 侵 人 位 点 结合 。 图 21. 35a 显示 TRF] 蛋白 与 
t 环 中 的 双 链 端 粒 DNA 结合 ， 而 且 ，TRF1 能 够 诱 
导 双 链 DNA 发 生 弯 曲 ， 并 与 双 链 端 粒 DNA 结合 ， 
所 以 ，Griffiths、de Lange 及 同事 推测 该 蛋白 质 具 
有 次 曲 双 链 端 粒 、 维 持 环形 构象 的 作用 ， 从 而 利于 
链 的 人 侵 。 图 21. 36 对 这 些 推论 进行 了 总 结 。DNA 
弯曲 的 最 终结 果 是 使 敏感 的 染色 体 未 端 隐藏 于 置换 
环 内 ， 避免 被 DNA 修复 酶 识别 为 染色 体 的 断口 ， 
并 将 其 与 另 一 染色 体 未 端 粘 接 ， 进 而 造成 严重 后 果 。 

2001 年 ，Peter Baumann 和 Thomas Cech 报道 在 
REEE (Schizosaharomyces pombe) 和 人 等 生物 体 
内 发 现 了 能 与 端 粒 单 链 尾部 结合 的 蛋白 质 。 研究 者 
在 酵母 和 人 类 基因 组 数据 库 中 搜索 同 TEBPa 的 一 部 


p.510, Reprinted by permission of Elsevier Science, ) 
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图 21.36 TRFI 和 TRF2 在 哺乳 动物 t 环形 成 中 的 
作用 。TRF1 (绿色 ) 通过 与 端 粒 的 双 链 DNA 部 分 
结合 而 使 DNA 发 生 弯曲 ， 使 之 保持 利于 链 侵 人 的 
构象 。TRF2 ERE) 也 能 与 DNA 双 链 区 结合 ， 
但 它 的 主要 作用 可 能 是 结合 在 链 的 侵入 位 点 ， 稳 定 
置换 环 ， 进 而 稳定 t 环 。( Source:; Adapted from 
Griffith, J. D. , L. Comeau, S. Rosenfield, R. M. 
A. Bianchi, H. Moss and T.de Lange, 
Mammalian telomeres end in a large duplex loop. 
Cell, 97; 511. 1999. ) 
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图 21.37 pol 基因 缺陷 的 裂 殖 酵 母 菌株 的 端 粒 丢 
失 。Baumann 和 Cech 制备 了 S. pombe 的 纯化 与 杂 
合 双 倍 体 ， 以 及 pou tj pod 单 倍 体 菌株 ， 如 图 
上 方 所 示 。 然 后 分 离 这 些 菌 株 的 DNA, JH] EcoRI 
RD, 电泳 后 ， 用 端 粒 特异 性 探 针 进 行 Southern 
斑点 杂交 。 作 为 与 均匀 加 载 斑点 的 对 照 , 对 DNA 
聚合 酶 a 也 进行 检测 ， 如 图 右上 方 所 示 。(Source: 
From Baumann and Cech, Science 292; p.1172. 
© 2001 by the AAAS. ) 


HICE, EIR BE. BH TO AL 
似 性 有 限 ， 相 似 程度 最 高 的 序列 位 于 蛋白 质 的 氨基 
末端 ， 长 度 约 为 20 个 氨基 酸 。 该 序列 在 纤毛 虫 中 也 
是 最 为 保守 的 。 因 为 TEBP a 是 纤毛 虫 的 端 粒 保护 
蛋白 ，Baumann 和 Cech 将 S. pombe 内 的 同 源 基因 
命名 为 potl (protection of telomeres 1). 

为 验证 pot! 编码 端 粒 保护 蛋白 质 的 假设 ，Bau- 
mann 和 Cech 使 potl / potl™ APU PIE RHF 
与 pol” WRF, potl - 型 孢子 形成 的 克隆 很 
小 ，porl 细胞 星 长 形 ， 存 在 染色 体 分 离 缺 陷 从 而 导 
敏 细胞 停止 分 裂 。 所 有 这 些 效应 都 与 端 粒 功能 丧失 
相 一 致 。 为 检测 porl 对 端 粒 的 直接 效应 ，Baumann 
和 Cech 用 端 粒 特异 性 探 针对 来 自 pod - 菌株 的 
DNA 进行 Southern BELAY AC, TRE ALARA 
的 细胞 。 图 21.37 显示 了 实验 的 结果 。 来 自 pot © 
菌株 的 DNA 以 及 来 自 至 少 含有 一 个 pool ~ 等 位 基因 
的 二 傍 体 菌株 的 DNA 都 能 够 与 端 粒 探 针 发 生 强烈 
反应 , 说明 这 些 菌株 含有 端 粒 。 但 是 ， 来自 po~ 
菌株 的 DNA 不 能 与 端 粒 探 针 发 生 反 应 ， 表 明 这 些 
菌株 的 端 粒 已 经 消失 。 所 以 ，porl 似乎 确实 具有 保 
护 端 粒 的 作用 。 

pol 基因 的 蛋白 质 产物 是 Potlp， 如 果 该 蛋白 
确实 能 够 保护 端 粒 ， 那 么 我 们 会 认为 此 蛋白 质 会 结 
合 在 端 粒 上 。 为 验证 我 们 的 预测 ，Baumann 和 Cech 
将 poll 基因 克隆 到 E. coli 载体 ， 表 达 后 能 够 产生 具 
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有 6 个 组 氨 酸 作为 标签 (参见 第 4 章 ) 的 融合 蛋白 。 
然后 对 纯化 的 融合 蛋白 进行 凝 胶 迁 移 率 分 析 (参见 
第 5 章 )， 从 而 鉴定 该 蛋白 质 是 与 富 C 的 端 粒 链 还 是 
与 富 G 的 端 粒 链 , 或 者 是 与 端 粒 双 链 DNA 结合 。 
图 21. 38a 显示 ，Potlp 蛋白 是 与 富 G 的 端 粒 链 结 
合 ， 而 不 与 富 C 的 端 粒 链 以 及 端 粒 双 链 DNA 结合 ， 
WA, Potlp 蛋白 的 N 端 片段 更 能 高 效 地 与 富 G 端 
粒 链 结合 〈 图 21. 38b) 。 

随后 ，Baumann 和 Cech 在 人 类 和 蛋白质 数据 库 中 
进行 BLAST 搜索 (参见 第 24 章 ) ， 发 现 与 Potlp 相 
似 的 蛋白 质 hPotlp。hPotlp 蛋白 与 S. pombe 的 
Pot] p 蛋白 在 高 度 保守 的 氨基 末端 区 域 具 有 26% H 
一 致 性 和 48%% 相 似 性 。 研 究 者 克隆 了 目的 基因 并 使 
之 表达 产生 His -融合 蛋白 ， 其 C MH BRA IES 
的 。hPotlp 的 N 端 片段 与 S. pombe 蛋白 的 性 质 一 
FE, 都 能 结合 端 粒 DNA A G 链 (图 21.38c)。 但 
是 ，hPotlp 的 N 端 片段 只 能 与 人 的 端 粒 DNA 结合 。 
进一步 的 同型 实验 结果 表明 ，S. pombe 和 human Fi 
白 只 能 与 自身 端 粒 DNA 结合 ,不 能 够 彼此 相互 
结合 。 

单 链 端 粒 结合 蛋白 hPotlp 与 隐藏 单 链 端 粒 
DNA 的 环 是 如 何 协同 存在 的 ? Baumann 和 Cech 
推测 ， 哺 乳 动物 的 端 粒 以 3 种 不 同 的 状态 存在 ;+ 
环 、hPotlp 结合 态 和 端 粒 酶 结合 态 。 这 3 种 状态 可 
能 都 会 对 端 粒 起 到 保护 作用 ， 防 止 端 粒 的 损毁 以 及 
章 到 双 链 断裂 修复 系统 的 连接 。 单 链 DNA 的 最 末 
端 也 可 能 并 没有 隐藏 在 t 环 中 ， 此 时 需要 hPotlp AE 
HER) RPA” HEA. 

potl” 菌株 有 一 个 非常 有 趣 的 现象 ， 尽 管 最 初 是 
十 分 异常 的 ,但 在 繁殖 大 约 75 代 后 即 可 转化 正常 菌 
株 。 这 种 效应 也 曾 在 端 粒 酶 缺失 的 菌株 中 观察 到 。 
如 果 醇 母 染色 体 的 端 粒 缺失 ， 则 可 以 通过 染色 体 的 
环 化 来 保护 其 末端 。 为 验证 这 个 假设 ，Baumann 和 
Cech 用 稀有 切 点 限制 性 内 切 核酸 酶 Nol (参见 第 4 
章 ) 切割 pod -菌株 的 DNA， 对 产生 的 DNA 片段 
进行 脉冲 电场 凝 胶 电 泳 分析 ， 如 果 染 色 体 确实 发 生 
环 化 ， 染色体 末端 的 Nol 片段 就 会 消失 ， 取 而 代 之 
的 是 末端 融合 后 形成 的 新 片段 。 图 21. 39 显示 ， 被 
检测 的 染色 体 1 和 卫 完 全 发 生 了 上 述 情况 。 染 色 体 1 
末端 正常 的 2 个 Nol BE (I 和 L) 消失 ， 而 产生 
THRHR AL). poti 菌株 无 此 现象 的 出 现 。 E 
样 ， 染色体 工 末端 正常 的 2 个 NotI 片段 (CH M) 
消失 ， 而 产生 了 新 片段 (C 十 M)。 所 以 ，pot1 ”菌株 
的 染色 体 确实 因 端 粒 的 丢失 而 发 生 了 环 化 。 

小 结 ”所 有 真 核 生物 都 能 保护 其 端 粒 结构 免 

受 核酸 酶 及 双 链 断裂 修复 酶 的 作用 .纤毛 虫 
TEBP 蛋白 的 结合 可 保护 端 粒 3 突出 的 单 链 末 端 ， 
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W 21.38 Potlp 与 端 粒 DNA 的 结合 。Baumann 和 Cech 对 S. pombe 的 Potlp 蛋白 和 标记 的 S. pombe 端 粒 
DNA (a 和 b) 及 人 的 hPotl 蛋白 和 标记 的 人 的 端 粒 DNA (c) 进行 凝 胶 迁移 率 分 析 。 端 粒 DNA 的 富 C 链 、 
A G 链 或 双 链 DNA 标注 在 图 上 方 。 图 (a) 含有 全 长 Potlp。 图 (b 含有 Potlp N 端的 大 部 分 片段 ， 并 有 
少量 全 长 Potlp 蛋白 污染 。 图 (c) 含有 hPotlp N 端 片段 。 稍 头 指示 含有 全 长 Potlp (黄色 ) 或 含有 Potlp 
N 端的 部 分 片段 及 Potlp 或 hPotlp N 端 (EE) 变动 后 条 带 的 位 置 。(Source: From Baumann and Cech, 
Science 292; p.1172. © 2001 by the AAAS, ) 
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图 21.39 存活 的 potl- 菌 株 含有 环 化 的 染色 体 。(a) S. pombe 3 条 染色 体 的 Nol 酶 切 位 点 图 谱 ， 竖 线 
表示 酶 切 位 点 。 染 色 体 1 和 I 的 Noel 末端 片段 用 红色 表示 。 染 色 体 II 无 酶 切 位 点 ， 所 以 不 能 被 NotI 
切割 。(b) 对 来 自 po0 - 和 por” 细胞 (标注 于 图 上 方 ) 的 Norl DNA 片段 进行 脉冲 电场 凝 胶 电 泳 ， 然 
后 将 凝 胶 染色 。 当 色 体 1 和 I RR CC. M, LAD 的 位 置 在 左边 标 出 ， 融 合 片段 C++M 和 IHL 
的 位 置 在 右边 标 出 。(c) Baumann 和 Cech 用 分 别 代表 染色 体 1 和 I 末端 片段 的 标记 DNA 片段 C、M、 
LATHER, IE (b) 的 凝 胶 进 行 Southern 斑点 检测 ， 显 示 染 色 体 1 和 II 的 未 端 。 


出 芽 醇 母 蛋 白 Cdcl3p 能 够 招募 Stnlp 和 Tenlp 动物 的 细胞 内 ，TRF1 和 TREZ 显然 能 够 帮助 端 
并 与 单 链 端 粒 DNA 结合 。 哺 乳 动物 和 裂 殖 酵母 粒 DNA 形 成 + 环 ， 在 + 环 中 ， 端 粒 的 3 单 链 末端 
也 有 类 似 于 TEBP 的 蛋白 ,能够 与 单 链 端 粒 侵入 到 双 链 端 粒 DNA kğ. TRF 能 够 使 DNA 
DNA 发 生 特 异性 结合 。 此 外 ,哺乳 动 物 的 端 粒 发 生 弯 曲 ， 有 助 于 链 的 侵入 ， 而 TRF2 SHA 
可 以 形成 环 状 结构 以 保护 单 链 端 粒 DNA。 在 哺乳 点 结合 ， 稳 定 置 换 环 。 
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在 已 coi 中 ， 引 物 的 合成 需要 引发 体 的 参与 ， 
引发 体 由 DNA 解 旋 酶 、DnaB 及 引发 酶 DnaG 组 成 。 
引发 体 在 复制 原点 oriC 处 的 组 装 过 程 如 下 : DnaA 
与 oriC 内 的 dnaA 盒 位 点 结合 ， 与 RNA RAB, 
HU 蛋白 协同 使 邻近 dnaA 盒 最 左 侧 的 DNA 区 域 发 
生 解 聚 ， 然 后 DnaB 与 开放 复合 体 结合 ， 并 促使 引 
发 酶 的 结合 ， 从 而 完成 引发 体 的 组 装 。 引 发 体 与 复 
制 体 结合 在 一 起 ， 重 复 引 发 后 随 链 冈 崎 片段 的 合成 。 
DnaB 同时 具有 旋转 酶 活性 ， 能 够 在 复制 体 移动 过 程 
中 解 链 DNA。 

SV40 的 复制 原点 邻近 病毒 转录 调控 区 ， 复 制 起 
始 于 大 了 抗原 与 oriC 位 点 的 结合 。 大 工 抗 原 与 
64bp 的 ori 核心 及 相 邻 的 2 个 位 点 结合 ， 行 使 解 旋 
酶 活性 将 DNA 解 旋 ， 在 ori 核心 内 产生 复制 泡 ， 由 
与 真 核 生物 DNA 聚合 酶 a 有关 的 引发 酶 引发 SV40 
DNA 的 复制 。 

酵母 的 复制 原点 位 于 由 4 个 重要 区 域 (A、B1、 
B2 和 B3) 组 成 的 自主 复制 序列 (ARSs) 内 ,A 区 
长 15bp， 其 中 的 11bp 序列 在 ARSs 内 是 高 度 保守 
的 ; B3 区 会 使 ARSs 内 的 DNA 形成 重要 的 弯曲 。 

在 体外 ，pol II 全 酶 能 以 ?30nt/s 的 速率 合成 
DNA， 稍 慢 于 体内 1000nt/s 的 合成 速率 ， 无 论 在 体 
内 或 体外 ，pol M 全 酶 均 具有 很 高 的 进行 性 。 

pol III 核心 聚合 酶 Cae 或 eg) 酶 自身 无 进行 性 
功能 ， 在 脱离 模板 之 前 只 能 复制 一 段 短 的 DNA 片 
段 。 相 比 之 下 ,核心 酶 与 B 亚 基 结合 后 会 以 
1000nt/s 的 合成 速率 进行 DNA 复制 。B 亚 基 二 聚 体 
形成 环形 结构 ， 环 绕 DNA 模板 ， 并 与 a 亚 基 相互 作 
用 ， 将 模板 和 聚合 酶 结合 在 一 起 ， 使 聚合 酶 能 够 长 
时 间 地 停留 在 模板 上 而 具有 很 高 的 进行 性 。 真 核 生 
物 的 进行 性 因子 PCNA 蛋白 形成 环形 三 聚 体 结构 ， 
通过 环绕 DNA 分 子 而 将 聚合 酶 结合 在 模板 上 。 

B 亚 基 向 DNA 复合 体 上 装载 需要 y 复合 体 Cr. 
S d YAW) 的 协助 ，y 复合 体 对 进行 性 a88 复 
合体 的 形成 起 催化 作用 。 在 进行 性 的 复制 过 程 中 ，y 
复合 体 并 不 与 a88 复 合体 保持 结合 。8B 错 的 装载 是 一 
个 依赖 ATP 的 过 程 。 

pol II 全 酶 的 2 个 核心 聚合 酶 通过 2 个 + 亚 基 
与 7 复合 体 连接 在 一 起 。 其 中 一 个 核心 聚合 酶 负责 
前 导 链 的 连续 合成 ， 另 一 个 核心 聚合 酶 负责 后 随 链 


的 不 连续 合成 。Y 复合 体 作为 钳 装载 器 将 B 钳 装载 


到 具 引 物 的 DNA 模板 上 。 一旦 完成 装载 ，B 错失 去 
与 y 复 合体 的 亲和力 ， 转 而 与 核心 聚合 酶 结合 ， 帮 

助 核心 聚合 酶 高 度 进 行 性 地 合成 冈 崎 片段 。 一 旦 完 

成 网 崎 片段 的 合成 ，B 错 便 失去 与 核心 聚合 酶 的 亲 
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和 力 ， 进 而 再 与 y 复合 体 结合 ，y RAKE Bt 
载 器 将 B 钳 从 DNA 模板 上 释放 下 来 ， 使 之 再 循环 到 
下 一 个 引物 处 ， 起 始 新 一 轮 的 复制 ， 实 现 此 过 程 的 
重复 。 

在 复制 过 程 的 末尾 ， 环 状 细菌 染色 体形 成 了 需 
通过 两 步 过 程 才 能 解 离 的 环 连 体 。 首先， 连接 两 条 
链 未 被 复制 的 双 螺旋 解 聚 ， 然 后 修复 合成 填补 空 承 。 
形成 了 具有 偶数 节点 的 右手 平行 螺 绕 环 连 体 ， 由 拓 
扑 异 构 酶 IV 从 节点 处 将 环 连 体 解 开 。 线 性 真 核 生物 
染色 体 在 DNA 复制 过 程 中 也 需要 解 连接 。 

真 核 生 物 染 色 体 末 端 具有 特殊 的 端 粒 结构 ， 端 
粒 的 一 条 链 是 由 许多 串联 重复 且 富 含 G 的 短 序列 组 
成 ,该 重复 序列 具有 种 属 特异 性 。 富 含 G 的 端 粒 链 
由 端 粒 栈 合成 ， 端 粒 酶 的 短 RNA 分 子 是 端 粒 合成 
的 模板 。 寅 含 C 的 端 粒 链 通 过 常规 的 RNA 引发 
DAN 复制 的 方式 进行 合成 ， 类 似 于 常规 后 随 链 的 合 
成 。 该 机 制 能 够 确保 染色 体 末 端 可 被 重建 ， 避 人 免 因 
每 轮 复 制 而 导致 末端 短 缩 。 

所 有 真 核 生物 都 能 够 保护 其 端 粒 结构 ， 避 免 受 
到 核酸 酶 及 双 链 断裂 修复 酶 的 作用 。 纤 毛虫 TEBP 
蛋白 的 结合 能 够 保护 端 粒 3 -突出 的 单 链 末 端 ， 出 全 
酵母 蛋白 Cdcl3p 负责 招募 Stnlp 和 Tenlp 并 与 单 链 
端 粒 DNA 结合 。 哺乳 动物 和 裂 殖 酵母 也 有 类 似 于 
TEBP 的 蛋白 ， 能 够 与 单 链 端 粒 DNA 发 生 特异 性 结 
合 。 此 外 ， 哺 乳 动物 的 端 粒 可 以 形成 环 状 结构 以 保 
护 单 链 端 粒 DNA。 在 哺乳 动物 的 细胞 内 ，TRF1 和 
TRF2 显然 能 够 帮助 端 粒 DNA JER t IR, TE t 环 中 ， 
端 粒 的 3- 单 链 末 端 侵 入 到 双 链 端 粒 DNA 上 游 。 
TRF1 能 够 使 DNA 发 生 弯曲 ， 有 助 于 链 的 侵入 ， 而 
TRF2 与 链 侵 入 点 结合 ， 稳 定 置换 环 。t 环 结构 能 够 
RAPE TRACE By 1E Bt AH PY t HK R tE 
在 一 起 的 错误 修复 行为 。 


复习 题 


1. 叙述 定位 并 确定 最 短 复制 原点 的 实验 。 

2. 列举 E. coli 引发 体 的 组 分 及 其 在 引物 合成 中 
的 作用 。 

3. 简要 叙述 定位 SV40 DNA 复制 原点 的 策略 。 

4. 简要 令 述 鉴定 酵母 自主 复制 序列 (ARS1) 
的 策略 。 

5. fii) BE SLB TE BA EA DNA 复制 始 于 ARS. 的 
策略 。 

6. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 显 示 体 外 DNA 链 的 
延伸 速率 。 

7. 叙述 体外 检测 DNA 合成 进行 性 的 实验 程序 。 

8. pol M 全 酶 中 的 哪个 亚 基 负 责 进 行 性 ? 哪个 
亚 基 负责 将 进行 性 亚 基 〈 滑 动 钳 ) 装载 到 DNA E? 


该 滑动 错 与 哪个 核心 亚 基 结 合 ? 

9. 投 述 实验 并 给 出 结果 ,说明 B 错 在 环 状 DNA 
和 线性 DNA 上 具有 不 同行 为 ， 这 种 不 同行 为 对 研 
究 B 钳 与 DNA 之 间 的 相互 作用 模型 有 什么 提示 ? 

10. X 射线 晶体 衍射 图 像 的 研究 暗示 了 8 钳 与 
DNA 之 间 怎 样 的 相互 作用 模型 ? 

11. X 射线 晶体 衍射 图 像 的 研究 暗示 了 PCNA 
与 DNA 之 间 怎 样 的 相互 作用 模型 ? 

12. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 钳 装 载 器 具有 
催化 功能 ， 钳 装载 器 的 成 分 是 什么 ? 

13. 简要 概述 解释 钳 装载 器 如 何 利用 ATP 能 将 
B 错 打开 并 让 DAN 进入 的 假说 。 

14. 不 连续 合成 的 后 随 链 如 何 与 连续 合成 的 前 
导 链 保持 同步 ? 

15. 描述 证 明 pol M 可 与 B 钳 解 聚 的 实验 方 
案 ， 并 阐述 实验 结果 。 

16. 描述 蛋白 质 足迹 技术 的 实验 程序 。 说 明 该 
技术 被 用 于 证 明 pol II 核心 酶 与 滑动 钳 装 载 器 均 与 
8 钳 同 一 位 点 发 生 相 互 作用 的 实验 步 又。 

17. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 说 明 y 复合 体 具有 
钳 状 印 载 器 功能 。 

18. 描述 在 DNA 不 连续 复制 中 ，B 钳 是 如 何 通 
过 与 pol II 核心 酶 及 钳 印 载 器 之 间 的 结合 而 实现 
循环 ? 

19. 环形 DNA 复制 结束 后 ， 为 什么 需要 解 连环 ? 

20. 叙述 实验 并 给 出 结果 ,证 明 拓 扑 异 构 酶 IV 
是 Salmonella typhimurium WE. coli 质粒 解 连环 所 
必需 的 。 

21. 为 什么 真 核 生物 需要 端 粒 ， 而 原核 生物 不 
需要 ? 

22. 图 示 说 明 端 粒 合成 过 程 。 

23. 为 什么 说 四 膜 虫 是 研究 端 粒 的 最 好 模式 
生物 ? 

24. 描述 分 析 端 粒 酶 活性 的 实验 ， 简 要 说 明 实 
验 结果 。 

25. 氢 述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 端 粒 酶 RNA 是 
端 粒 合成 的 模板 。 

26. 图 示 说 明 端 粒 的 + 环 结构 。 

27.1 环 存在 的 实验 证 据 是 什么 ? 

28. + 环形 成 过 程 中 ， 支 持 链 入 侵 的 实验 证 据 是 
什么 ? 


分 析 题 


1. 从 人 类 hpotl 基因 的 核 苷 酸 序列 或 hPotl 蛋 
白 的 氨基 酸 序列 开始 ， 如 何在 另 一 基因 组 已 知 生物 
如 线虫 Caenorhabditis elegans 中 寻找 同 源 基 因 或 同 
源 蛋 白 ?如 何 获得 该 蛋白 质 并 验证 其 Pol 蛋白 活性 ? 


2. 你 正在 研究 一 新 发 现 的 原生 动物 的 pol 基 
因 ， 发 现 ponl 缺陷 细胞 在 繁殖 50 代 后 回复 到 正 党 
细胞 状态 ,野生 型 细胞 只 有 2 条 染色 体 ， 其 限制 性 
内 切 核酸 酶 Za pl 的 栈 切 图 谐 如 下 ， 
Zapl Zapl 
染色 体 1: 一 + 
Zapl Zapl 
4 i 

染色 体 2 

提出 突变 细胞 回复 到 正常 细胞 的 假设 ， 描 述 证 
明 该 假设 的 实验 方案 及 预期 结果 。 

3. 你 正在 研究 一 真 核 生物 病毒 的 双 链 DNA 基 
因 组 ， 其 长度 为 130kb。 推 测 在 基因 组 上 可 能 有 多 
个 复制 原点 ， 设 计 实验 验证 你 的 假设 ， 并 找 出 所 有 
的 复制 原点 。 

4 你 正在 研究 一 新 发 现 的 极端 嘲 热 细 苗 Rapi- 
dus royi DNA 复制 的 延伸 速率 。 将 不 同 反应 时 间 效 
得 的 DNA 延伸 产物 进行 电 瀛 ， 结 果 如 图 所 示 ， 延 
伸 速 率 如 何 ?是 否 为 生物 界 中 最 高 的 延伸 速率 ? 


时 间 /s 
10 20 30 40 50 6070 


5. 你 正在 研究 一 个 新 种 细菌 的 DNA 复制 ， 发 
现 该 生物 具有 与 E. coli 相 类 似 的 8 钳 和 pol II ， 你 
想 知道 在 DNA 非 复制 期 间 及 模式 DNA 模板 复制 终 
止 后 B 错 与 pol I 是 否 发 生 分 离 。 叙 述 实验 方案 并 
给 出 预期 结果 ， 包 括 分 离 分 析 。 


翻译 徐 启 江 RE FAL 
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第 22 章 同 源 重组 


RuvA 四 聚 体 的 晶体 结构 ， 每 个 单 体 以 不 同 颜色 表示 。 在 E. coli 的 重组 


过 程 中 ，RuvA 可 与 Holliday 结构 


结合 ， 并 促进 Holliday 结构 的 分 支 端 


结合 


化 ,CSource: Rafferty, J. B. , S. E. Sedelnikow, D. Hargreaves, P. J. 

Artymink, P. J. Baker, G. J. Sharples, A. A. Mahdi, R. G. Lloyd and 

D. W. Rice, Crystal structure of DNA recombination protein RuvA and a 

model for its binding to the Holliday junction. Science 274 (18 Oct 1996) 
f. 2e, p. 417. Copyright © AAAS. ) 


遗传 学 家 早已 知道 ， 通 过 有 性 生殖 繁衍 的 后 代 
往往 具有 与 父母 双亲 不 同 的 遗传 组 成 。 这 种 变异 除 
了 源 自 减 数 分 裂 过 程 中 双亲 染色 体 的 自由 组 合 外 ， 
绝 大 部 分 来 源 于 同 源 染 色 体 之 间 的 同 源 重组 。 这 个 
过 程 改变 了 父 源 和 母 源 染色 体 上 基因 的 组 成 ， 使 后 
代 个 体 中 出 现 非 亲 本 型 的 重组 染色 体 。 这 些 新 组 合 
使 得 后 代 个 体能 获得 比 亲本 更 具 优势 的 存活 机 会 ， 
这 种 重组 型 是 有 意义 的 。 另 外 ， 在 减 数 分 裂 过 程 中 ， 
同 源 染色 体 间 的 重组 所 形成 的 物理 连接 保证 了 前 期 
同 源 染 色 体 间 的 正确 配对 和 中 期 的 完全 分 离 。 正 如 
在 第 20 章 中 所 论述 的 ， 同 源 重组 在 细胞 DNA 修复 
过 程 中 也 起 到 了 非常 重要 的 作用 ,这 一 过 程 被 称 作 
重组 修复 。 
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图 22. 1 描述 了 同 源 重组 过 程 中 的 几 种 不 同事 
件 。 而 对 每 一 事件 都 是 通过 一 种 “将 事先 分 开 的 
DNA 片段 连接 进而 实施 交换 ”的 过 程 加 以 阐明 的 。 
但 这 并 不 表明 交换 仅 起 始 于 两 个 彼此 独立 的 DNA 
分 子 之 间 。 交换 也 可 发 生 在 DNA 分 子 内 ， 这 种 分 
子 内 的 交换 发 生 在 同一 染色 体 的 两 个 不 同位 点 之 间 ， 
它 将 导致 这 两 个 位 点 之 间 的 序列 丢失 或 倒 位。 此 外 ， 
两 分 子 间 的 重组 涉及 两 个 独立 DNA 分 子 之 间 的 交 
换 。 重 组 通常 是 相互 的 ， 即 参与 重组 的 两 个 DNA 
片段 是 双向 互 换 的 。DNA 分 子 可 以 发 生 一 次 、 二 次 
或 多 次 交换 事件 ， 交 换 的 次 数 明显 地 影响 着 最 终 产 
物 的 特性 。 


分 子 间 交 换 : 
ame: CS ES 
am 
one SO 
= 
分 子 内 交换 : = = : 
Oh), eee Ea = 
(b) 反 向 重复 序列 CŘ Im -EE 


) 一 


图 22. 1 重组 实例 。 图 中 “X” 代 表 两 条 染色 体 或 者 同一 染色 体 不 同 部 分 之 间 发 生 的 交换 事件 ， 从 上 图 
所 示 的 相互 重组 中 间 体 的 形成 可 以 了 解 重组 的 过 程 。 可 以 想象 这 一 DNA 链 断 裂 后 形成 新 的 DNA 交叉 连 


接 (用 “xX” 表示 ， 下 同 )。 


22.1 同 源 重组 的 RecBCD 途径 


为 了 阐明 同 源 重 组 的 原理 ,我们 将 讨论 已 在 
E. coli 中 被 研究 得 很 透彻 的 RecBCD 途径 。 

该 重组 过 程 ( 图 22. 2) 起 始 于 对 重组 DNA 分 子 
中 的 一 条 DNA 进行 双 链 切割 的 诱导 。RecBCD 蛋白 
(RecB, RecC 和 RecD 基因 的 产物 ) 结合 到 DNA 双 链 
断裂 区 ， 并 利用 其 DNA 解 旋 酶 活性 向 具有 5'-GCT- 
GGGTGG-3 序列 的 Chi 位 点 进行 DNA 解 旋 .在 
E.coli 基因 组 中 平均 每 5000bp 就 有 一 个 Chi 位 点 。 
RecBCD 蛋白 共有 外 切 双 链 和 单 链 的 活性 ， 也 具有 单 
链 内 切 核酸 酶 活性 。 这 就 使 得 RecBCD 蛋白 可 以 产生 
单 链 未 端 ， 然 后 这 个 单 链 未 端 可 以 被 RecA 蛋白 (re- 
cA 基因 的 产物 ) 和 单 链 DNA 结合 蛋白 (SSB) uw. 
RecBCD 蛋白 也 协助 RecA 装载 到 3'-DNA KI. 

RecA 蛋白 使 这 个 单 链 未 端 侵入 其 他 双 链 DNA 
寻找 同 源 区 域 。 这 一 侵入 将 产生 一 个 置换 环 CD 
环 ) 一 一 因 DNA 链 的 置换 (displaced) 而 得 名 。 一 
RDNA 末端 发 现 同 源 区 域 ，DNA 的 D 环 区 域 会 
在 ReeBCD 蛋白 的 帮助 下 形成 一 个 缺口 。 在 该 缺口 
Ab, RecA 蛋白 和 SSB 能 产生 一 个 与 另 一 条 DNA 的 
间隙 区 域 互补 配对 的 新 末端 。DNA 连接 酶 催化 封闭 
缺口 ， 并 产生 一 个 Holliday 联接 体 (Holliday junc- 
tion), Bk 1964 年 第 一 个 提出 这 个 假设 的 学 者 Robin 
Holliday 的 名 字 命 名 。Holliday 联接 体 也 称 为 半 交 
MAK (half chiasma) 和 Chi 结构 。 在 Holliday 联接 
体 中 的 分 支行 为 可 以 将 已 经 断裂 的 碱 基 对 形成 新 的 
碱 基 对 并 向 任 一 方向 移动 ， 这 一 过 程 也 称 为 分 支 端 


化 《branch migration) 。 

自发 产生 分 支 端 化 的 频率 很 低 。 就 像 在 DNA 复 
制 过 程 中 需要 解 旋 酶 和 来 自 ATP 的 能 量 一 样 。 分 支 
端 化 过 程 中 , RuvA 和 RuvB 两 个 蛋白 质 协作 来 行使 这 
些 功能 。 它 们 都 具有 DNA 解 旋 栈 活性， 而且 RuvB 
是 一 种 ATP 酶 ， 能 将 储存 在 ATP 中 的 能 量 用 于 分 支 
端 化 过 程 。 最 后 ， 两 条 DNA 链 必须 形成 缺口 以 拆 分 
Holliday 联接 体 ， 进 而 形成 异 源 双 链 或 重组 产物 ， 
RuvC 蛋白 行使 将 Holliday 联接 体 拆 分 的 功能 。 

RecBCD 蛋白 是 怎样 产生 具有 3' 端 的 单 链 DNA 
并 起 始 链 侵入 的 呢 ? 图 22.3 阐明 了 两 种 依赖 于 
ATP 和 Mg?” 相对 浓度 的 可 能 机 制 。 

当 ATP 浓度 大 于 Mg 浓度 时 ， 大 部 分 的 Mg2+ 
被 整合 。 当 体外 实验 处 于 这 种 状态 时 ， 依 照 图 22. 3 
左面 的 途径 进行 。RecBCD 蛋白 的 解 旋 酶 活性 向 着 
Chi 位 点 方向 打开 DNA 双 链 ， 形 成 一 个 具有 3' 端 的 
环 结构 。 一 旦 RecBCD 到 达 Chi 位 点 ， 就 会 切割 3' 端 
链 上 Chi HL PUM BAER, IFA RecA HAH 
突 部 分 的 DNA, RecBCD 将 继续 打开 Chi 位 点 上 游 的 
DNA 螺旋 ， 但 不 再 进一步 降解 DNA 了 。 

此 外 ， 当 Mg 浓度 大 于 ATP 浓度 时 ， 会 有 大 
量 游离 的 Mg* 。 在 体外 实验 处 于 这 种 状态 时 ， 按 
照 图 22. 3 右 图 的 途径 进行 。 同 样 ，RecBCD 的 解 旋 
酶 活性 向 着 Chi 位 点 方向 解 旋 DNA 双 链 ， 形 成 一 个 
具有 3 端的 环 结构 。 但 此 时 RecBCD 降解 环 下 游 的 
3 端 ， 当 RecBCD 到 达 Chi 位 点 时 ， 由 于 RecA 蛋白 
结合 到 环 窒 DNA 环 上 ， 停 止 降解 3 端 。 而 当 RecB- 
CD 越过 Chi 位 点 继续 解 开 双 链 DNA 时 将 降解 5 
端 链 。 
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RecBCD i ÉHIWENEONA, 3 H ER 
个 3 突出 末端 ， 被 RecA 包 囊 


3' <= =m 

S ee ee A = 
(b) | 链 侵入 ; D 环 形成 

Ar =m 


寻找 同 源 区 域 


WRI), HEATH (RecA+SSB) 


填补 间隙 并 且 封 闭 缺 口 (Holliday 联 接 体 ) 
ë 


3 
5 => 3 
—— 
3 


| SEED ， 


3} HE (RuvA + RuvB) 
t 


拆 分 


我 们 还 不 知道 这 两 种 机 制 在 体内 是 否 发 挥 作用 。 
但 其 中 的 任何 一 种 都 会 形成 具有 自由 3' 端 的 被 RecA 
OREM EE DNA。 这 种 结构 对 起 始 重组 过 程 是 必 


需 的 。 


图 22.2 同 源 重组 的 RecBCD 途径 。 图 中 (a) 
RecBCD 蛋白 (为 了 简洁 而 省 略 ) 结合 双 链 DNA 
断裂 处 ，RecBCD 的 DNA 解 旋 酶 活性 向 着 Chi 
位 点 的 方向 解 旋 DNA， 最 后 生成 一 个 3' 端 , 单 
链 DNA 被 RecA 和 SSB 蛋白 (图 中 都 用 黄色 球 
表示 ) WH. (b) RecA 侵 人 另 一 条 DNA WH 
旋 ， 形 成 一 个 D 环 。(c) RecA 帮助 侵 人 链 在 重 
组 体 DNA 双 螺 旋 中 寻找 同 源 区 域 ， 侵 入 链 与 双 
螺旋 的 同 源 区 域 配对 ， 释 放 RecA 和 SSB, (d) 
一 旦 找到 同 源 区 域 ， 可 能 由 RecBCD 导致 的 缺口 
在 环 突 的 DNA 中 出 现 。 可 能 在 SSB 和 RecA 帮 
助 下 ， 新 形成 缺口 的 DNA 末端 与 另 一 DNA 的 
单 链 区 发 生 碱 基 互补 配对 。(e) (ABR BMAD. ik 
口 被 DNA 连接 酶 封闭 ， 生 成 一 个 具有 Holliday 
连接 的 4 条 链 复 合体 。(f) RuvA 和 RuvB 引发 
分 支 端 化 ， 分 支 向 右 发 生 迁 移 。 (g) 和 Ch) 通 
过 RuvC 形成 缺口 从 而 将 此 四 链 复 合体 结构 解 
开 ， 形 成 两 种 分 子 ， 分 别 是 交换 重组 体 和 异 源 双 
链 体 。 


RO 
h) 


AG H E.coli RecBCD 引发 的 DNA 同 源 
重组 过 程 起 始 于 一 个 被 RecA 包 襄 的 带 有 游离 3 
端的 单 链 DNA， 而 这 个 单 链 DNA 是 来 自 另 一 个 
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双 链 DNA 受到 切割 后 所 释放 出 来 的 .这 条 侵 人 
链 形成 一 个 D 环 。 接 下 来 D 环 的 降解 形成 一 个 分 
支 中 间 体 。 这 个 中 间 体 中 的 分 支 移 端 产 生 一 个 两 
条 链 在 同 源 染色 体 之 间 发 生 交换 的 Holiday 联接 
$k. 最 后 ，Holliday 联接 体 可 以 从 两 切口 处 拆 
分 。 产 生 两 条 带 有 异 源 补丁 的 非 交换 重组 DNA 
RAR DNA 区 域 发 生 交换 的 重组 DNA。 


Sy 
SS EE EEE, 


ia < 


(d) (Mg2*) > (ATP) 


RecBCD 


(a) (ATP) > (Mg2*) 


图 22.3 由 RecBCD 生成 3 端 单 链 DNA 的 两 种 模型 。 左 图 描述 了 当 体 外 ATP 浓度 大 于 Me 浓度 时 ， 大 多 
数 的 Me’ tk ATP 整合 。(a) RecBCD 结合 到 DNA 平头 末端 并 利用 解 旋 酶 活性 开始 解 链 DNA, 产生 环 状 的 
3 端 链 。(b) 当 RecBCD 接近 y 位 点 时 ， 在 该 位 点 的 下 游 切 割 形 成 3 端 DNA $E, Hf RecA 蛋白 负载 到 链 的 环 
形 突出 部 分 。 (O RecBCD 继续 解 链 DNA， 形 成 3' 端 覆盖 着 RecA 蛋白 的 单 链 DNA, 右 图 描述 了 当 体 外 
ATP 浓度 小 于 Mg** 浓度 时 ， 许 多 MP 未 被 整合 。(d) RecBCD 结合 到 DNA 平头 末端 并 利用 解 旋 酶 活性 
开始 解 链 DNA， 产 生 环 状 的 3' 端 单 链 区 ， 在 环 后 降解 DNA。(e) 当 RecBCD 接近 X 位 点 时 将 RecA 蛋白 
负载 到 链 的 环形 突出 部 分 。 同 时 ，RecBCD 停止 降解 3' 端 链 ， 而 开始 切割 5' 端 链 ， 并 激活 5 一 3' 外 切 核酸 
酶 活性 。(f) 在 RecBCD 继续 解 开 DNA 时 ， 其 利用 5'-~3' 外 切 核酸 酶 活性 降解 5 端 链 ， 最 终 剩 下 一 个 3 
MLA RecA 的 单 链 DNA, (Source: Amundsen, S K. and G. R. Smith, Interchangeable parts of the 
Escherichia coli recombination machinery. Cell 112 [2003], 743, p. 2. Reprinted with Permission, ) 


了 RecA. 该 蛋白 质 具 有 多 种 功能 ， 但 由 于 它 最 早 是 

22.2 RecBCD 途径 的 实验 证 据 在 研究 重组 时 被 发 现 的 ， 因 此 而 得 名 。 早 在 1965 
年 ，Alvin Clark 和 Ann Dee Margulies 就 分 离 到 两 种 
E coli 突变 体 ， 它 们 能 够 接受 F 质粒 ， 但 是 不 能 通 
我 们 已 经 简要 地 回顾 了 RecBCD 途径 ， 下 面 介绍 。 过 重组 永久 性 的 将 F 质粒 整合 到 宿主 DNA 中 。 这 
一 些 支持 这 种 重要 的 原核 生物 重组 机 制 的 实验 证 据 。 。 两 种 突变 体 对 紫外 线 高 度 敏 感 ， 推 测 它们 可 能 在 采 
RecA 用 重组 机 制 修复 紫外 损伤 方面 有 缺陷 〈 见 第 20 章 ) 。 
和 对 于 这 两 个 突变 体 的 深入 研究 最 终 发 现 了 两 种 

在 第 8 章 讨论 噬菌体 的 转 导 作 用 时 已 经 介绍 RecBCD 途径 中 的 关键 蛋白 质 ，RecA 和 RecBCD, 
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对 recA 基因 的 克隆 和 超 量 表达 ， 使 对 RecA E 
白 的 研究 变 得 方便 可 行 。RecA 是 一 个 38kDa 的 蛋 
白质 ， 在 体外 可 以 促进 多 种 链 交换 的 反应 。 通 过 体 
外 实验 ，Charles Radding 等 明确 了 RecA 参与 链 交 
换 的 3 个 阶段 。 

1. 联 会 前 。RecA 和 SSB 一 起 包 衷 参与 重组 的 
单 链 DNA, 

2. 联 会 。 参 与 链 交 换 的 单 链 DNA 或 者 双 链 
DNA 的 互补 序列 的 配对 。 

3. 联 会 后 或 链 交 换 阶段 。 单 链 DNA 替换 双 链 
中 的 正 链 DNA， 形 成 新 的 双 螺 旋 。 形 成 中 间 体 ， 即 
联合 分 子 (oint molecule) 使 得 两 条 DNA 链 相互 缠 
绕 ， 开 始 链 交 换 。 


图 22.4 RecA 蛋白 结合 到 单 链 DNA 上 。Radding 


(b) 环 状 单 链 噬菌体 DNA。 接 着 添加 RecA, 经 过 一定 


R. Kahn, C. DasGupta, D. Gonda, M. 


A KRME Hs Be EIR Se TE RE HE DNA 
的 过 程 中 ，SSB 发 挥 着 重要 的 作用 。Radding 等 表 
明 单 链 M13 噬菌体 DNA 单独 和 SSB 混合 , 与 
M13DNA+SSB+ RecA 一 起 混合 所 形成 的 DNA 蛋 
白质 复合 体 是 显著 不 同 的 。 图 22.4 表明 M13 i 
体 DNA 与 SSB 和 RecA 形成 的 DNA 蛋白 质 复合 体 
比 单独 与 RecA 生成 的 复合 体 坚固 。 此 外 ，Radding 
等 表明 SSB 能 加 速 DNA A) 429. ZE SSB 和 RecA 
WRAP ERY, Aea DNA 在 10min 内 就 形 
成 。 相 反 如 果 在 没有 SSB 时 ， 该 种 DNA 纤维 在 
10min 后 才 会 开始 形成 。 

既然 RecA 可 以 单独 包 右 单 链 DNA, SSB 的 作用 
是 什么 呢 ? SSB 可 能 在 解 开 DNA 二 级 结构 ， 如 发 夹 
结构 等 方面 发 挥 作用 。 有 多 个 实验 证 实 了 这 一 观点 - 
Radding 等 在 高 浓度 的 和 低 浓 度 的 MgCl: 的 条 件 下 ， 
将 RecA 与 单 链 共 同 培养 时 ， 测 定 链 交 换 。 发 现 低 浓 


* 660 + 


等 制备 了 Ca) 具有 单 链 末 端的 线 型 

时 间 ， 形 成 复合 体 后 ， A CUR mm ef 
开 复合 体 ， 然 后 拍照 。 (a) 图 中 的 标尺 为 500nm， (b) 图 相同 。 (Source: 
Wa, Bianchi and S$ S Tsang, Three phases in eae pairing: 
Polymerization of recA protein on single-stranded DNA, s; 
bor Symposia of Quantitative Biology 47 (1982) f. 3 fi 


联 会 前 (presynapsis) ”最 好 的 证 据 是 可 视 性 
地 观察 到 RecA 能 和 单 链 DNA 结合 。Radding 等 构 
建 了 一 个 带 单 链 未 端的 线性 双 链 噬菌体 DNA， 将 
RecA 与 该 DNA 共同 培养 ， 通 过 电子 显微镜 观察 这 
种 复合 体 并 照相 。 图 22. 4a 显示 了 RecA 特异 结合 
单 链 末端 ， 形 成 蛋白 质 包 衷 的 DNA 纤维 ， 中 间 的 
双 链 DNA 没有 被 包 右 。 同 时 培养 RecA 与 单 链 环 状 
M13 噬菌体 DNA。 图 22. 4b 显示 延展 的 DNA 环 均 
匀 地 被 RecA UW., FA 22. 4a、 图 22. 4b 两 图 的 放大 
倍数 是 一 致 的 , 比较 图 22. 4a 中 裸露 DNA 与 RecA- 
DNA 复合 体 的 厚度 就 可 以 清楚 地 表明 图 图 22. 4b 中 
环形 DNA 上 确实 包 里 有 RecA, 


双 链 噬菌体 DNA 和 


Radding, C. + J. Flory, A. 


psis, and polar strand exchange, Cold Spring Har- 
js P. 823. ) 


度 的 MgCl: 降低 了 DNA 二 级 结构 的 稳定 性 ， 而 高 浓 
度 的 MgCl, 则 会 增加 DNA 二 级 结构 的 稳定 性 。 该 实 
验 中 , 在 高 MgCl 浓度 下 SSB 是 必需 的 ， 而 在 低 
MgCl. 浓度 下 SSB 不 是 必需 的 。 这 与 我 们 所 设想 的 
SSB 在 松弛 DNA 二 级 结构 中 是 必需 的 结果 是 一 致 的 。 

在 本 节 的 后 面部 分 ， 我 们 将 看 到 在 链 交 换 中 
ATP 的 水 解 作 用 也 是 非常 必要 的 。 但 L. R. Lehman 
等 的 结果 表明 在 SSB 存在 的 条 件 下 ， 一 种 不 具有 水 
解 作用 的 ATP 类 似 物 一 一 ATPYS， 在 一 定 程度 上 
也 能 维持 链 交换 。 基 于 ATP YS 能 导致 RecA AAT iit 
地 与 单 链 或 者 双 链 DNA 紧密 结合 的 事实 ，Radding 
研究 小 组 提出 一 个 假设 ， 认 为 ATPYS 能 够 限制 
DNA 二 级 结构 的 形成 从 而 使 链 交 换 得 以 进行 。 如 果 
假设 是 正确 的 ， 那 么 在 RecA 与 单 链 DNA 结合 之 
前 ，SSB 先 与 DNA 结合 ， 便 可 以 去 除 单 链 DNA 中 
的 二 级 结构 ， 从 而 有 利于 链 的 交换 。 正 如 预期 的 一 


FE, SSB 优先 于 RecA 与 DNA 结合 ， 并 确实 加 速 了 
链 的 交换 。 这 些 都 证 明 SSB 通过 打开 二 级 结构 而 促 
使 单 链 DNA 参与 重组 过 程 。 

DG ”在 重组 的 联 会 前 阶段 中 ，RecA 包 被 
参与 重组 的 单 链 DNA。 单 链 DNA 结合 蛋白 
(SSB) 通过 解除 DNA 二 级 结构 ， 避 免 了 因 RecA 
蛋白 与 任 一 DNA 二 级 结构 结合 对 后 续 链 交换 所 
产生 的 抑制 作用 ， 从 而 加 速 了 重组 过 程 . 

联 会 (synapsis) : 互补 序列 的 结合 ”我 们 接 下 
来 将 会 介绍 RecA 促进 DNA 双 链 中 的 一 条 链 侵 入 到 
另 一 双 链 DNA 中 的 交换 过 程 。 在 这 一 过 程 中 , 侵 
人 链 与 另 一 个 双 链 DNA 的 其 中 一 条 链 形成 一 个 新 
的 双 链 结构 。 这 一 步 又 虽 先 于 链 交 换 、 联 会 ， 但 它 
发 生 了 互补 序列 的 简单 配对 而 没有 形成 相互 缠绕 的 
双 螺 旋 。 由 于 在 联 会 过 程 中 形成 的 产物 不 稳定 ， 所 
以 相对 于 链 的 交换 ， 联 会 过 程 是 一 个 难以 检测 到 的 
阶段 。 然 而 ，Radding 等 早 在 1980 年 就 提供 了 很 好 
的 联 会 阶段 的 实验 证 据 。 

就 像 在 研究 联 会 前 阶段 的 实验 一 样 ， 在 观察 联 
会 过 程 的 实验 中 ， 电 子 显 微 镜 是 应 用 得 最 多 的 关键 
技术 。Radding 等 利用 最 熟悉 的 实验 材料 ， 单 链 环 
状 噬菌体 DNA 和 双 链 线性 DNA 进行 联 会 研究 。 然 
而 ， 在 该 实验 中 所 应 用 的 单 链 环 状 DNA 是 G4 ii 
体 DNA， 双 链 线 性 DNA 是 接近 中 间 部 位 插入 了 一 
个 274bp G4 DNA 的 M13 OR DNA, di FRM 
fit G4 DNA 的 靶 位 点 序列 有 几 千 个 碱 基 ， 并 且 缺 口 
很 少 ， 所 以 发 生 链 交换 的 可 能 性 极 小 ， 相 反 ， 互补 
序列 的 简单 联 会 却 会 发 生 ， 如 图 22. 5 所 示 。 


(a) ia 


联 会 
图 22.5 联 会 。 图 中 显示 了 在 环 状 单 链 G4 噬菌体 
DNA (红色 ) 和 线 状 双 链 M13 (G4) DNA ( 蓝 色 》 
[ 带 有 的 一 段 274bp 的 G4 噬菌体 DNA (红色 )] 之 


间 存 在 的 联 会 现象 。 联 会 不 包括 任何 线 状 和 环 状 
DNA 的 相互 缠绕 。 


为 了 检测 两 个 DNA 分 子 间 的 联 会 ，Radding 等 
分 别 在 加 入 RecA 和 不 加 入 RecA 的 情况 下 混合 这 两 
种 DNA 分 子 ， 并 在 电镜 下 观察 ,结果 如 图 22. 6 所 
示 ， 大 部 分 的 DNA 分 子 已 经 发 生 联 会 。 在 大 部 分 
的 联 会 分 子 中 ， 配 对 区 域 的 长 度 是 适当 的 ， 配 对 区 
域 的 位 置 在 线 状 DNA 中 是 准确 的 。 此 外 ， 在 两 分 
子 间 的 非 同 源 区 域 联 会 减少 为 原先 的 1/40 一 1/20。 
另外 在 不 存在 RecA 的 条 件 下 联 会 无 法 进行 。 


图 22.6 体外 依赖 于 RecA 的 联 会 。Radding 等 如 图 22. 5 混合 环 状 单 链 DNA 和 线 状 双 链 DNA 以 及 RecA， 电 镜 
下 检测 联 会 产物 。(a) 、(b) 、(c) 显示 了 DNA 分 子 配对 的 3 个 实例 。 每 个 电镜 图 的 下 面 是 其 示意 图 ， 蓝 色 代表 
线 状 双 链 DNA， 红 色 代表 环 状 单 链 DNA, 粗 红线 指示 每 种 情况 下 两 DNA ARS KS, (Source: DasGupta C. ， 
T. Shibata, R. P. Cunningham and C. M. Radding. The topology of homologous pairing promoted by recA protein, 
Cell 22 (Nov 1980 Pt2) f. 9 df, p. 443. Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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尽管 在 这 个 实验 中 有 缺口 的 双 链 DNA 的 比例 
很 低 , 但 是 这 些 缺 口 在 线 状 DNA 中 可 以 产生 游离 
的 末端 ， 从 而 导致 相互 缠绕 的 具 绞 旋 线 双 螺 旋 
(plectonemic double helix) 的 结构 形成 。 如 果 上 述 
情况 发 生 ， 那 么 两 条 DNA 之 间 的 连接 即使 是 在 接 
近 DNA 变性 温度 的 条 件 下 仍然 是 很 稳定 的 。 然 而 ， 
如 图 22. 6 所 示 ， 在 低 于 复 性 温度 20°C RY 5min, 
配对 结构 就 被 破坏 了 。 因 此 ， 这 里 所 观察 到 的 联 会 
就 不 包括 通过 碱 基 配 对 形成 的 Watson-Crick 双 螺 旋 
结构 。 相 反 ， 它 可 能 包含 一 种 由 两 个 配对 的 DNA 
链 并 排 而 并 非 相互 缠绕 形成 的 具 平行 线 的 双 螺 旋 
(paranemic double helix) 结构 。 这 个 结果 进一步 支 
持 缺 口 在 联 会 中 不 是 必要 的 ， 在 实验 中 ， 双 螺旋 
DNA 可 以 像 线性 双 链 DNA 一 样 起 作用 。 

发 生 联 会 需要 多 大 程度 的 同 源 性 呢 ? David 
Gonda 和 Charles Radding 估算 151bp 的 同 源 区 域 与 
274bp 的 同 源 区 域 可 以 发 生 相同 效率 的 联 会 。 但 是 
具有 30bp 的 同 源 区 域 的 两 条 DNA 链 ， 则 只 会 出 现 
基本 水 平 的 条 DNA 分 子 的 配对 。 因 此 ， 有 效 联 会 
的 最 小 的 同 源 度 介 于 30 一 151bp。 

Ave ube DNA 在 双 链 DNA 上 发 现 其 同 源 
区 域 并 与 其 配对 时 发 生 联 会 ， 在 这 种 情况 下 两 条 
DNA 分 子 不 发 生 缠绕 。 

联 会 后 【postsynapsis) ; 链 交换 ”在 链 交换 的 前 
两 个 阶段 一 一 联 会 前 和 联 会 阶段 中 ，RecA 蛋白 是 必 
需 的 。 而 在 链 交换 阶段 我 们 也 将 会 看 到 同样 也 需要 
RecA, Lehman 等 利用 过 滤 结 合 实验 分 析 D 环 的 形 
成 ， 测 定 双 链 和 单 链 噬菌体 DNA 之 间 的 链 交 换 。 
实验 方法 如 下 在 存在 RecA 和 不 存在 RecA 的 条 件 
下 ,培养 经 'H 标记 的 P22 噬菌体 双 链 DNA 和 未 标 
记 的 P22 的 单 链 DNA。 利 用 限制 分 支 移 端的 高 盐 浓 
度 和 低温 条 件 以 完全 消化 单 链 DNA， 消 除 D 环 。 接 
着 利用 去 垢 剂 〈 十 二 烷 基 肌 氨 酸 钠 或 十 二 烷 基础 酸 
钠 ) 从 DNA 上 洗 去 蛋白 质 。 最后， 通过 硝酸 纤维 
膜 过 滤 。 如 果 在 双 螺 旋 DNA 中 形成 了 D 环 ， 该 单 
链 D 环 将 导致 一 种 复合 体 结合 在 滤 膜 上 ， 被 标记 的 
DNA 将 被 保留 下 来 。 如 果 没 有 D 环形 成 ， 那 么 未 标 
记 的 单 链 DNA 将 结合 到 滤 膜 上 ， 而 标记 的 双 螺 旋 
DNA 将 会 通过 滤 膜 。 去 垢 剂 通过 与 RecA 的 结合 而 
阻止 DNA 结合 到 滤 膜 上 。Lehman 等 同时 也 用 双 螺 
旋 M13 噬菌体 DNA 和 线 状 M13 噬菌体 DNA 进行 
上 述 实验 。 结 果 发 现 ， 在 存在 RecA 的 条 件 下 大 约 
50% 的 DNA 双 螺 旋 形 成 D 环 。 而 不 存在 RecA Bt, 
小 于 1% 的 DNA ÆR DIR. 同样， 如 果 使 用 的 是 非 
同 源 的 单 链 DNA， 也 仅 有 2% 的 DNA TER DIF. 

为 了 证 实 D 环 确实 已 经 形成 ， 该 研究 小 组 利用 
Sl 核酸 酶 消化 这 些 复 合体 ， 去 掉 其 中 的 单 链 DNA, 
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随后 过 滤 产 物 。 通 过 这 种 处 理 大 大 降低 了 标记 DNA 
在 滤 膜 上 的 滞留 率 ， 结 果 证 实 确实 有 D 环 的 形成 。 
实际 上 ， 在 线性 和 超 螺旋 DNA 中 通过 电镜 可 以 直 
接 观 察 到 清晰 可 见 的 D 环 。 这 个 实验 表明 超 螺旋 
DNA 对 于 链 交换 不 是 必需 的 。 

表 22. 1 总 结 了 通过 检测 在 硝酸 纤维 素 滤 膜 中 的 
滞留 情况 ， 揭 示 不 同 的 核 苷 酸 对 于 D 环形 成 的 影 
响 。 其 中 ATP 对 于 D 环 的 形成 是 必需 的 ， 它 的 作 
用 不 能 被 STP、UTP 或 者 ATPYS 所 替代 。ATPYS 
不 能 代替 ATP 的 事实 表明 在 D 环形 成 中 ，ATP 的 
水 解 作 用 是 必需 的 。 FRE, ATP 的 水 解 作 用 使 得 
RecA 与 DNA 分 离 ， 进 而 促成 在 链 交换 过 程 中 必须 
发 生 的 新 的 碱 基 配对 。 


表 22.1 D 环形 成 所 需要 的 因子 


双 链 DNA HEMA DD 环形 成 比率 /% 

P22 噬菌体 。 完整 的 100 
-RecA <1 
-ATP <1 
-ATP+GTP <1 
-ATP+UTP <1 
-ATP+ATPYS <1 

M13 噬菌体 。 完整 的 100 
RecA 1 
-ATP 1 
-ATP+GTP 2 


据 此 ， 这 个 实验 证 明了 ATP 的 水 解 作 用 对 于 D 
环 的 形成 是 非常 重要 的 。RecA， 一 个 难以 置信 的 万 
能 蛋白 质 ， 具 有 ATP 酶 活性 ， 当 它 从 DNA 上 分 离 
时 水 解 ATP， 促 进 D 环 的 形成 。 

小 结 RecA 和 ATP 共同 启动 单 链 与 双 链 
DNA 间 的 链 交 换 。 为 了 使 RecA 从 联 会 的 DNA 上 
分 离 ， 并 促使 一 条 单 链 和 来 自 一 双 链 DNA 中 的 另 
一 单 链 结合 形成 新 的 双 链 _ DNA，ATP 是 必需 的 。 


RecBCD 


我 们 在 讨论 RecA 的 过 程 中 ,已 经 涉及 单 链 和 
双 链 DNA 反应 模型 。 这 是 因为 RecA 需要 一 单 链 
DNA 起 始 链 交换 。 但 是 在 自然 情况 下 发 生 的 重组 常 
常 涉及 的 是 双 链 DNA。RecA 怎样 得 到 它 所 需要 的 
单 链 DNA R? 答案 是 ， 它 是 由 RecBCD 蛋白 提供 
的 。 这 个 过 程 涉及 两 个 因子 ， 分 别 是 DNA 上 的 Chi 
位 点 和 RecBCD 的 解 旋 酶 活性 。 下 面 列举 有 关 这 两 
个 因子 的 实验 证 据 。 

Chi 位 点 是 在 细菌 和 噬菌体 的 遗传 研究 中 发 现 


BY. A red gam MRi Chi 位 点 ,但 是 它们 的 有 
效 复制 又 依赖 于 RecBCD 途径 的 重组 。 由 于 RecBCD 
途径 依赖 于 Chi 位 点 ， 因 此 这 些 突变 体 只 能 形成 很 小 
的 噬 菌 班 。Franklin Stahl 等 发 现 某 些 A red gam BEB 
体 的 突变 体 可 以 产生 大 的 菌 班 ， 结 果 表 明 这 些 突变 体 
存在 很 活路 的 RecBCD 重组 。Stahl 等 又 发 现在 突变 
点 附近 重组 被 加 强 了 ， 将 这 些 突变 产生 的 Chi 位 点 称 
为 “交换 热点 激活 子 "。 在 突变 位 点 附近 出 现 促进 重 
组 的 事实 提示 ， 这 些 突变 并 不 像 一 般 发 生 在 编码 区 
的 突变 那样 改变 了 基因 产物 的 结构 ， 相 反 ， 这 些 突 
变 能 产生 新 的 Chi 位 点 从 而 促进 了 附近 的 重组 。 

我 们 已 经 知道 Chi 位 点 能 刺激 RecBCD 途径 ， 
而 不 是 和 Red〈 同 源 重 组 ) 途径 或 者 X Int (位 点 特异 
重组 ) 途径 ,或 E.coli 的 RecE、E.coli 的 RecF 
( 均 为 同 源 重组 》 途径 。 这 一 点 明显 表明 Chi 位 点 参 
与 到 RecBCD 途径 之 中 ， 因 为 该 位 点 是 在 RecBCD 
途径 中 唯一 未 在 其 他 途径 中 被 发 现 的 组 分 。 事 实 上 ， 
由 于 RecBCD 具有 内 切 核酸 酶 活性 ， 因 此 由 它 切割 
Chi 位 点 附近 的 DNA 形成 裂口 来 起 始 重组 已 成 为 一 
个 很 值得 关注 的 假设 。 
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因此 ， 对 于 上 述 底 物 ，RecBCD 切割 部 位 是 距 
离 其 Chi 位 点 GCTGGTGG ( 画 线 部 分 ) 3' 端 的 第 4 
个 或 5 个 核 背 酸 处 。 对 于 其 他 的 底 物 ， 切 割 部 位 可 
能 是 距离 其 Chi 位 点 3' 端 第 4 个、5 个 或 6 个 核 背 酸 
处 。 因 此 ， 具 体 的 切割 位 点 因 底 物 的 不 同 而 异 。 

这 些 结果 支持 RecBCD 切割 Chi 位 点 附近 的 
DNA， 也 表明 RecBCD 能 从 缺口 处 解 旋 DNA, Ste- 
phen Kowalezykowski 等 的 实验 进一步 支持 RecBCD 
可 以 解 旋 DNA, P 22. 8 展示 了 他 们 其 中 一 个 实验 


Gerald Smith 等 发 现 了 支持 这 个 假设 的 实验 证 
据 。 他 们 制备 了 一 个 3' 端 被 标记 的 双 链 DNA 质粒 
PBR322， 该 质粒 的 未 端 附近 有 一 个 Chi 位 点 。 如 图 
22. 7a 所 示 ，3 端的 标记 离 Chi 位 点 仅 80bp。 接 着 
加 入 纯化 的 RecBCD 蛋白 。 在 DNA 分 子 经 过 热 变性 
后 ， 其 产物 经 电泳 就 可 能 发 现 由 于 Chi 位 点 切割 而 
产生 的 80nt 的 片段 (必须 很 快 地 进行 反应 以 避免 
RecBCD 的 非特 异性 核酸 酶 活性 降解 DNA)。 图 
22. 7b 表明 确实 有 80nt 的 产物 出 现 ， 并 且 它 的 出 现 
与 否 依赖 于 RecBCD 蛋白 的 有 无 。DNA 的 热 变 性 对 
产生 80nt 单 链 DNA 是 必需 的 ， 这 也 表明 RecBCD 
蛋白 不 仅 切割 DNA， 而 且 还 会 越过 缺口 打开 DNA 
分 子 。Smith 研究 组 利用 Maxam-Gilbert 测序 法 对 同 
样 的 标记 底 物 进行 化 学 切割 后 得 到 的 序列 与 标记 的 
80 个 核 苷 酸 片 段 一 起 电泳 从 而 确定 了 精确 的 切割 位 
点 。 他 们 观察 到 相差 1 个 核 背 酸 的 两 条 带 ， 这 提示 
RecBCD 蛋白 在 底 物 的 2 个 位 点 〈 即 下 列 序列 中 用 
箭头 所 标识 的 位 点 ) 实施 了 切割。 


图 22.7 RecBCD 产生 DNA Chi 位 点 
特异 性 的 缺口 。 (a) 底 物 缺口 实验 。 
Smith 等 制备 了 一 段 1. 58kb EcoRL 
Ddel 限制 片段 ， 这 个 片段 具有 距离 
Ddel 末端 大 约 80bp 的 Chi fs. Be 
端 为 *P 标 记 的 Ddel 端 ( 红 
Cb) EOR. Smith 等 培养 


图 

中 的 末端 标记 的 DNA 片段 ， 在 顶 行 中 
记 做 十 ， 而 一 个 缺失 Chi 位 点 的 相似 
片段 ， 在 项 行 记 做 一 。 , 
添加 RecBCD 或 没有 RecBCI 记 
做 十 或 者 一 ， 反 应 1 
进行 电泳 。 产 物 如 第 三 行 所 些 
FEM 3min (十 )， 有 些 没有 (一 )。 右 

释 


边 的 箭头 指示 着 Chi 位 点 形成 缺口 
放出 来 的 80nt 的 标记 片段 。 这 个 标记 
片段 产物 的 出 现 依赖 于 RecBCD 和 一 
个 Chi 位 点 ， 而 与 是 否 煮沸 产物 无 关 。 
(Source: (b) Ponticelli, A. S., D. W. 
Schultz, A. F. Taylor and G. R, Smith, 
Chi-dependent DNA strand cleavage by 
recBC enzyme, Cell 41(May 1985)f, 2, 
p. 146. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


的 结果 ， 表明: @ 单 独 的 RecA, BRA RecA 加 SSB, 
不 能 引起 两 同 源 双 链 DNA 间 的 配对 。 四 然而 ， 有 
RecBCD, RecA 和 SSB 时 ， 只 要 两 条 DNA 分 子 是 
同 源 的 ， 依 赖 于 DNA 解 旋 的 链 交换 就 迅速 发 生 。 
图 如 果 其 中 一 个 DNA 是 经 过 热 变性 的 ， 则 RecBCD 
就 不 再 是 那么 重要 了 。 这 最 后 一 个 发 现 上 暗示 了 
RecBCD 的 一 个 功能 是 松弛 DNA 提供 游离 DNA K 
Sais RecA 和 SSB 能 包 右 此 单 链 DNA 并 且 利 用 其 
DNA 末端 发 动 链 的 入 侵 。 
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Stuart Linn 等 利用 电镜 检测 松散 的 T7 噬菌体 
DNA 产物 ， 为 证 明 RecBCD 具有 DNA 解 旋 酶 活性 
提供 了 直接 的 证 据 。 在 实验 中 ， 当 同时 加 和 SSB 和 
RecBCD 时 ， 他 们 观察 到 在 毗邻 的 两 个 单 链 的 双 链 
DNA 处 具有 分 叉 的 结构 ， 这 暗示 着 RecBCD 开始 在 
双 螺 旋 的 末端 解 旋 ，SSB 包 囊 了 两 条 已 经 形成 的 单 
链 DNA。 而 且 正如 预期 的 一 样 ， 随 着 时 间 的 推移 ， 
分 又 结构 也 随 之 拓展 。 

小 结 ，RecBCD 的 DNA 内 切 核酸 酶 活性 能 
在 Chi 位 点 附近 切割 DNA 形 成 缺口 ,RecBCD 的 
ATP 酶 驱动 的 DNA 解 旋 栈 活性， 能 够 从 缺口 部 
位 解 开 双 链 DNA， 释 放 游离 的 单 链 DNA KH, 
随后 RecA 蛋白 和 SSB 与 之 结合 ， 启 动 单 链 DNA 
的 侵入 和 链 的 交换 。 


RuvA 和 RuvB 


RuvA 和 RuvB 结 合 形成 一 个 DNA 解 旋 酶 ， 催 
化 Holliday 联接 体 发 生 分 支 端 化 。 我 们 已 经 知道 ， 
Holliday 联接 体 可 以 在 体外 生成 。 事实 上 ， 它们 是 
验证 RecA 在 链 交换 过 程 中 的 作用 时 的 副 产 物 。 最 
初 人 们 认为 ，RuvA 和 RuvB 在 Holliday 联接 体 中 是 
和 RecA 相互 作用 的 。 后 来 ，Stephen West 等 设计 
了 一 种 方法 可 对 4 种 合成 的 赛 核 苷 酸 链 进行 分 析 ， 
如 图 22. 9 所 示 ， 这 些 赛 核 苷 酸 的 序列 能 通过 碱 基 配 
对 形成 Holliday 联接 体 。 

Carol Parsons 和 West 末端 标记 这 个 合成 的 
Holliday 联接 体 ， 并 且 利 用 凝 胶 阻 滞 实 验 来 测定 
RuvA 和 RuvB $ Holliday 联接 体 的 结合 。 由 于 交叉 
端 化 需要 ATP 提供 能 量 ， 他 们 就 使 用 了 无 水 解 能 力 
的 ATP 类 似 物 ATPYS。 理论 上 ，RuvA 和 RuvB 将 
在 DNA 上 结合 ， 阻 止 分 支 端 化 ， 造 成 Holliday HK 
接 体 拆 分 。 该 实验 成 功 地 证 实 了 RuvA 和 Holliday 
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图 22.8 在 两 条 双 链 DNA 之 间 依 赖 RecBCD 的 
链 交 换 。Kowalczykowski 等 将 双 螺 旋 DNA 与 
RecA, RecBCD, SSB (红色 所 示 〉 共 培养 ， 并 
通过 过 滤 结 合 或 凝 胶 电 泳 分 析 结 合 分 子 〔 链 交 
换 ) (结合 分 子 比 没有 重新 组 合 的 DNA 有 更 低 
的 电泳 迁移 率 )。 还 在 缺乏 RecA 或 缺乏 RecB- 
CD (橙色 或 者 紫色 标记 ) 的 条 件 下 分 析 了 结合 
分 子 。 蓝 线 表示 其 中 一 个 DNA 分 子 被 热 变 性 
后 ， 去 除 RecBCD 的 结果 ， 其 中 一 条 DNA 是 热 
变性 的 。 绿 线 表示 除了 RecA 之 外 的 所 有 组 分 预 
培养 后 ， 再 添加 RecA 来 启动 反应 的 结果 。 其 他 
所 有 的 反应 均 是 最 后 添加 RecBCD (Source: A- 
dapted from Roman, L. J. , D. A. Dixon and S. 
C. Kowalczykowski, “RecBCD-dependent joint 
molecule formation promoted by the Escherichia 
coli RecA and SSB proteins,” Proceedings of 
the National Academy of Sciences USA 88: 
3367-71, April 1991. ) 
联接 体 的 存在 ， 但 是 没有 观察 到 与 RuvB 之 间 的 移 
位 ， 这 表明 已 经 形成 了 一 个 RuvA-RuvB-Holliday 联 
接 体 复 合体 : 表明 这 个 三 重复 合体 在 这 些 实验 条 件 
下 很 不 稳定 。 为 了 稳定 假定 的 复合 体 ， 在 试验 中 加 
入 可 以 与 复合 体 中 的 蛋白 质 交 联 的 戊 二 醛 ， 来 阻止 
复合 体 在 凝 胶 电 泳 中 分 离 。 

图 22. 10 展示 了 RuvA 和 RuvB 间 的 结合 情况 。 
在 RuvA 低 浓度 的 条 件 下 〈 泳 道 bb， 只 有 很 少 的 
RuvA 结 合 到 Holliday 联接 体 DNA 上 。 在 RuvA 高 浓 
度 的 条 件 下 ， 有 大 量 的 RuvA/DNA 复合 体 产 生 。 此 
外 , 仅 RuvB 本 身 ， 即 使 是 在 高 浓度 下 ， 也 不 能 与 
Holliday 联接 体 DNA 结合 〈 泳 道 e)。 但 是 同时 有 两 
个 蛋白 质 时 ,结合 就 可 以 发 生 ， 即 使 是 在 仅 单独 有 
RuvA 又 不 能 很 好 发 生 结合 的 低 浓度 下 也 能 与 DNA. 
发 生 结合 ( 泳 道 {和 g)。 在 缺乏 ATPYS 的 情况 下 ， 
单独 RuvA 可 以 结合 Holliday 联接 体 。 但 不 能 形成 三 
重复 合体 RuvA-RuvB-Holliday 联接 体 (ki h). f 
后 ，RuvA、RuvB 或 者 两 者 都 不 能 结合 到 与 Holliday 
联接 体 相同 长 度 的 其 他 DNA 双 螺 族 上 〈 泳 道 j 一 D。 
所 以 这 些 蛋 白质 与 Holliday 的 连接 是 特异 性 结合 的 。 

在 高 浓度 情况 下 ，RuvB 自身 能 够 驱动 分 支 端 
化 。 这 说 明 它 具 有 DNA 解 旋 酶 活性 和 伴随 的 ATP 
酶 活性 。 那 么 ，RuvA 的 作用 是 什么 呢 ? RuvA 能 结 
合 到 Holliday 联接 体 的 中 心 部 位 ， 促 进 Holliday 联 
接 体 与 RuvB 的 结合 。 因 此 ， 在 很 低 浓度 的 RuvB 浓 
度 下 ,交叉 移 端 也 可 以 发 生 。 此 外 ，RuvA 还 能 促 
使 Holliday 联接 体形 成 二 维 的 正方 形 构象 ， 该 构象 
可 使 分 支 端 化 快速 进行 。 

RuvA 和 Holliday 联接 体 间 结 合 的 特点 是 什么 ? 
David rice 等 对 RuvA 四 聚 体 进行 X 射线 晶体 学 分 
析 , 结果 表明 它 具 有 平面 四 方 结构 ， 从 而 支持 了 
RuvA-Holliday 联接 体 复合 体 是 平面 四 方 构象 的 假 
说 。 从 图 22. 11a 中 可 以 看 出 ， 每 个 RuvA 单 聚 体 都 


图 22.9 合成 Holliday REAM. LHF 
酸 1 一 4 RARE, LAMA ECM. RE 
FRZ 的 5 端 (红色 ) 5 RRRTTM 1 (红色 ) 
的 3 端 互补 。 这 样 两 个 分 子 的 一 半 可 以 碱 基 互 
AMEH, ERRE GIE) 的 3' 端 与 守 聚 
BANA 4 的 5 端 互 补 〈 蓝 色 )， 产 生 碱 基 配 对 。 
FERRE 3 的 两 末端 与 守 聚 核 苷 酸 1 和 4 的 
另外 一 端 互补 ， 导 致 赛 聚 核 苷 酸 3 HES RK 
FR 2 互补 碱 基 配 对 时 形成 交叉 。 最 后 形成 合 
成 的 Holliday 联接 体 。 
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图 22.11 X 射线 晶体 衍射 揭示 的 RuvA 四 聚 体 的 结 
Mo (a) 顶 面 观 , 4 个 单 体 分 别 由 不 同 颜色 显示 。 并 
且 在 这 种 二 维 立方 结构 的 4 个 角 中 的 1 个, 用 1 个 红 
色 虚 线 框 标记 。 蓝 色 单 体 的 3 个 结构 域 、 绿 色 单 体 的 
第 三 个 结构 域 (“L” 形 的 “ 脚 ") 均 以 数字 标 出 。(b) 
以 相同 的 结构 相同 的 颜色 标记 四 聚 体 的 侧面 观 ， 可 以 
明显 看 出 其 项 部 的 凹面 和 底部 的 凸 面 。 (Source: Raf- 
ferty J. B., S E Sedelnikova, D. Hargreaves, P. J. 
Artymiuk, P. J. Baker, G. J. Sharples, A. A. Mahdi, 
R. G. Lloyd and D. W. Rice, Crystal structure of DNA 
recombination protein RuvA and a model for its binding 
to the Holliday junction, Science 274 (18 Oct 1996) £. 
2 de, p. 417. Copyright © AAAS. ) 
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图 22.10 ”检测 RuvA-RuvB-Holliday 连接 复合 
体 。Parsons 和 West 将 末端 标记 的 合成 的 Holli- 
day 联接 体 ， 与 不 同 数量 的 RuvA 和 RuvB 混合 ， 
如 上 图 所 示 ， 除 了 h 泳 道外 ， 所 有 混合 物 中 都 包 
含 ATPYS (可 提供 能 量 ,但 无 水 解 能 力 )。 接 着 
Parsons 和 West 利用 戊 二 醛 使 相同 的 复合 体 中 的 
蛋白 交 联 ， 防 止 这些 蛋 白质 从 复合 体 中 解 离 。 最 
后 ， 将 复合 体 进行 聚 丙烯 酰 腕 凝 胶 电泳 和 放射 自 
显影 来 检测 标记 的 复合 体 。 (Source: Parsons, 
C. A. and S.C. West, Formation of a RuvAB- 
Holliday junction complex in vitro. Journal of 
Molecular Biology 232 (1993) f. 2, p.400, by 
permission of Academic Press, ) 
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是 “L” 形 状 , 包含 一 个 “ 腿 ” 和 “ 脚 ” 及 将 其 连 
接 起 来 的 不 定形 状 的 可 变 环 〔 以 短 的 彩色 线 表示 )。 
每 一 个 “L” 形 单 体 的 “ 脚 ”与 另 一 个 相 邻 单 体 的 
“ 腿 ” 缠 在 一 起 形成 一 个 凸 角 ， 在 图 22. 11 中 ，4 个 
凸 角 的 一 个 被 红线 框 起 来 了 。 这些 凸 角 排 列 以 四 聚 
物 对 称 方式 排列 ， 每 一 对 凸 角 之 间 有 一 个 小 沟 结构 。 
白色 部 分 存在 于 两 沟 之 间 ， 图 22. 11 b 显示 了 四 聚 
体 的 侧面 ， 揭 示 了 项 部 凹 表面 和 底部 的 凸 表面 。 

分 子 模型 表明 RuvA 四 聚 体能 在 一 致 的 平面 四 
方 构象 里 与 Holliday 联接 体 自然 配对 (图 22. 12 所 
示 )。DNA 和 凹 表面 蛋白 质 之 间 的 结合 是 很 紧密 的 。 
Holliday 联接 体 的 4 个 分 支 分 布 于 蛋白 质 的 表面 的 4 
个 小 沟 中 。4 个 B 转 角 分 别 位 于 4 个 单 体 上 ， 构 成 了 
一 个 中 空 的 发 夹 结构 ， 从 Holliday 中 间 体 的 中 间 答 
出 。 这 个 平面 四 方 构象 允许 分 支 端 化 快速 地 进行 。 
这 个 构象 的 任何 偏离 将 减 慢 分 支 端 化 ， 这 也 强调 了 
RuvA 的 平面 四 方 构象 的 重要 性 。 这 种 平面 四 方 结 
构 Holliday 联接 体 与 先前 知道 的 相似 的 支 链 Holli- 
day 联接 体 之 间 的 关系 是 什么 呢 ? 仅仅 是 同一 结构 
的 两 种 不 同形 式 ? 下 面 我 们 就 来 了 解 。 

Stephen West 和 Edward Egelman 与 Xiong Yu 
一 起 对 RuvAB-Holliday 联接 体 复合 体 进行 了 进一步 
的 电镜 分 析 。 他 们 将 复合 体 的 100 个 显微镜 图 扫描 ， 
结合 产生 一 个 标准 图 像 。 图 22. 13a 展示 了 基于 该 标 
准 图 像 的 有 加 有 彩色 DNA 链 的 一 个 模型 。 结 果 与 
所 期 望 的 相似 ，RuvA 四 聚 体位 于 联接 体 的 中 间 、 
两 侧 是 两 个 RuvB HARER, E 22. 13b 显示 将 复 
合体 的 两 辟 弯 曲 的 图 像 (为 展示 清楚 而 不 显示 Ru- 
vA 四 聚 体 )。 图 22. 13c 显示 底部 绕 平面 纸 旋转 180° 
DNA 双 螺 旋 的 图 像 《RuvA 同样 被 移 掉 便于 观察 ) 。 


RuvB 环绕 在 这 个 相似 的 Holliday 联接 体 上 ， 通 过 箭 
头 方向 的 移动 来 促进 分 支 端 化 。 尽 管 很 难 观察 到 ， 
但 RuvB 也 可 以 存在 如 图 22. 13a 的 形式 。 


图 22. 12 RuvA 和 Holliday 联接 体 之 间 的 互 作 
模型 。RuvA 单 体 以 绿色 显示 多 肽 链 e- 碳 骨架 的 
管状 结构 ，Holliday 联接 体 中 的 DNA 由 包含 深 红 
色 和 浅 红色 以 及 蓝 色 骨 架 和 银色 配对 碱 基 的 空间 
模型 表示 。 黄 色 球 显示 能 被 RuvC 切割 ， 进 而 解 
FF Holliday 连接 的 两 个 配对 位 点 中 的 一 个 的 磷酸 
基 团 。(Sowrce: Rafferty. J. R, S E Sedelniko- 
va, D. Hargreaves, P. J. Artymiuk, P. J. Baker, 
G. J. Sharples, A. A Mahdi, R. G. Lloyd and 
D. W. Rice, Crystal structure of DNA recombina- 
tion protein RuvA and a model for its binding to the 
Holliday junction. Science 274 (18 Oct 1996) f. 
3d, p. 418. Copyright © AAAS ) 


(c) 


图 22. 13 ”基于 电子 显微镜 图 像 的 RuvAB-Holliday 联接 体 复合 体 模型 。 (a) 复合 体 与 DNA 链 之 间 正 交 
垂直 。DNA 链 穿 过 复合 体 在 箭头 所 指 的 方向 移动 。(b) 图 (a) 中 的 蓝 色 、 黄 色 和 红色 、 绿 色 支 链 ， 向 
内 旋转 90°. RuvA 四 聚 体 去 掉 以 便 看 到 联接 体 的 中 心 。(c) 图 (b) 中 的 蓝 色 、 绿 色 和 蓝 色 、 黄 色 链 再 
向 外 旋转 180*。 产 生 具 有 RuvB 六 育 体 环 的 Holliday 联接 体 ， 通 过 RuvB 六 聚 体 沿 着 稍 头 方向 移动 催化 
分 支 端 化 。(Source: Adapted from Yu, X. , S. C. West and E. H. Egelman, Structure and subunit com- 
position of the RuvAB-Holliday junction complex. Journal of Molecular Biology 266: 217-222, 1997.) 
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小 结 “ 由 RuvA 和 RuvB 构成 的 DNA 解 旋 
酶 ， 驱 动 Holliday 中 间 体 的 分 支 端 化 。 其 中 Ru- 
vA 四 聚 体 具 有 平面 的 对 称 四 方形 结构 ， 能 够 识 
别 并 结合 于 Holliday 中 间 体 。 使 Holliday 中 间 体 
也 采用 了 这 种 平面 四 方 构象 ， 从 而 启动 在 Holli- 
day 中 间 体 直径 方向 上 的 两 个 对 立 的 分 支 上 结合 
RuvB 的 六 聚 体 环 ， 随后 ，RuvB 利用 其 ATP 酶 
的 活性 驱动 DNA 螺旋 解 旋 并 重新 形成 新 的 螺旋 。 


RuvC 


分 支 端 化 以 后 ，Holliday 联接 体 如 图 22. 14 所 
示 。 正 如 我 们 在 图 22. 2 中 所 了 解 的 有 两 种 途径 可 以 
对 联接 体 进行 拆 分 。 图 22. 14 用 另 一 种 形式 展现 了 
这 两 种 可 能 。 在 原始 交换 位 置 〈 位 点 1， 位 点 2) 切 
割 两 条 链 ， 将 Holliday 联接 体 拆 分 成 两 个 带 有 异 源 
双 链 DNA 补丁 的 非 交 换 的 重组 DNA。 另 外 ， 在 位 
点 3、 位 点 4 发 生 切 割 ， 使 另外 两 条 链 拆 分 成 两 条 
发 生 剪 接 的 〈 交 换 的 ) 重组 DNA, 


(a) 切割 1 A 


+ 


FA 
得 
z 
a 
= 
= 


aen 
补丁 


拼接 


图 22. 14 Holliday 联接 体 的 拆 分 。 图 上 方 所 示 的 Holliday 联接 体 可 依照 图 中 带 有 编号 的 箭头 ， 按 两 
种 不 同 的 方式 进行 拆 分 。(a) 切割 1 和 2 产生 带 有 “补丁 ”的 异 源 双 链 DNA。 其 长 度 与 拆 分 前 交叉 
迁移 所 涉及 的 相关 位 置 的 长 度 相关 。(b) 切割 3 和 4 产生 “拼接 ”片段 的 重组 交换 分 子 。 


是 哪 一 种 酶 通过 酶 切 产生 缺口 来 拆 分 Holliday 
联接 体 ? West 等 在 1991 年 证 明 是 RuvC 行使 了 这 一 
功能 。 如 图 22. 15a 所 示 ， 他 们 构建 了 经 xP 标记 的 
Holliday 联接 体 ， 在 其 联接 点 含有 一 个 短 的 12bp 的 
同 源 区 域 (J)， 这 个 结构 的 其 他 部 分 均 由 非 同 源 区 
域 构成 。 随 后 用 凝 胶 阻 淳 实验 检测 RuvC 与 Holliday 
联接 体 或 线 型 双 螺旋 DNA 结合 能 力 。 图 22. 15b 结 
果 显 示 ， 当 加 入 过 量 的 RuvC 到 Holliday 联接 体 中 
时 ，West 等 观察 到 越 来 越 多 的 DNA- 蛋 白质 复合 
体 ， 证 实 了 RuvC $j Holliday 联接 体 的 结合 。 相 同 
的 实验 也 显示 了 RuvC 不 能 与 由 链 1 及 其 互补 链 形 
成 的 线 状 双 链 DNA 结合 。 

RuvC 可 特异 性 地 结合 Holliday 联接 体 , 但 是 
它 能 拆 分 这 个 联接 体 吗 ? 图 22. 15c 显示 的 答案 是 肯 
定 的 。West 等 分 别 加 入 逐渐 增加 浓度 的 RuvC 到 被 
标记 的 Holliday 联接 体 和 线 状 双 螺 旋 DNA 的 反应 
体系 中 。 得 到 了 所 预期 的 结果 ， 即 RuvC 拆 分 Holli- 
day 联接 体 产生 带 有 标记 的 片段 与 线 状 双 螺 旋 DNA 
长 度 相同 ， 这 也 证 实 了 RuvC 导致 Holliday 联接 体 
的 拆 分 。 通 过 更 加 复杂 的 实验 可 以 区 分 带 有 补丁 的 
产物 与 发 生 剪接 的 产物 ， 结 果 表 明 在 体外 条 件 下 、 


得 到 剪接 产物 的 拆 分 方式 为 主要 类 型 。 

Kosuke Morikawa 等 基于 X 射线 晶体 学 研究 ， 揭 
示 RuvC 的 三 级 结构 是 一 个 二 聚 体 ， 有 两 个 相距 30Å 
的 活性 位 点 。 图 22. 16a 所 示 ， 这 种 结构 保证 了 在 两 
个 位 点 切割 平面 四 方 Holliday 联接 体 。 图 22. 16b 对 
RuvC-Holliday 联接 体 复合 体 进行 了 更 细致 的 描述 。 
RuvC 是 像 这 个 模型 所 描述 的 单独 行使 作用 的 ， 还 是 
在 Holliday 联接 体 上 与 RuvB 或 RuvB 加 RuvA 结 合 后 
作用 于 Holliday 联接 体 ? 所 获得 的 证 据 强 有 力 地 证 
明 ，RuvC 通过 与 RuvA 及 RuvB 结合 一 起 作用 于 
Holliday 联接 体 复合 体 行使 功能 。West 等 重新 构建 了 
一 个 系统 ， 在 体外 完成 了 从 重组 的 中 间 产物 到 重组 最 
后 阶段 的 过 程 ， 结 果 表 明 RuvC 与 RuvA, RuvB 的 单 
克隆 抗体 阻 断 了 Holliday 联接 的 拆 分 。 对 于 这 个 结 
果 ， 可 能 的 解释 是 RuvA, RuvB 和 RuvC 三 者 相互 作 
用 。 如 果 推 论 是 正确 的 ， 这 些 蛋 白质 可 以 自然 地 结合 
在 一 起 ， 并且 其 中 的 一 个 应 该 与 其 他 的 发 生 交 联 。 
West 等 准备 了 两 种 不 同 蛋白 质 的 混合 物 ， 加 入 戊 二 
醛 以 实现 交 联 ， 采 用 电泳 方法 检测 交 联 效果 。 结 果 
与 预期 的 一 样 ，RuvA 和 RuvB 可 以 交 联 ，RuvB 和 
RuvC 也 可 以 交 联 ， 但 是 RuvA 和 RuvC 之 间 不 能 交 
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图 22.15 RuvC 拆 分 合成 的 Holliday RRA. (a) 合成 的 Holliday 联接 体 的 结构 。 连 接 处 具有 一 个 12bp 
的 短 同 源 区 (J 线段 ， 红 色 )， 其 他 部 分 (A、B、C、D) 是 不 同 源 的 ， 以 不 同 颜色 表示 。 (b) RuvC 与 合 
成 的 Holliday 联接 体 的 结合 。West 等 末端 标记 合成 的 Holliday 联接 体 〈 用 线性 双 螺旋 DNA 作对 照 )， 在 
非 切 割 条 件 下 低温 并 缺乏 MgCl: )， 与 不 等 量 的 纯 RuvC 结合 ， 电 泳 检测 产物 。 结 果 表 明 RuvC 结合 到 合 
成 的 Holliday 联接 体 上 ， 而 不 是 普通 的 线性 双 螺 旋 DNA k. (c) RuvC 对 Holliday 联接 体 的 拆 分 。West 
等 将 标记 的 Holliday 联接 体 《或 线性 双 螺 旋 DNA) ， 在 切割 条 件 下 〈37C ，5mmolL MgCl.) 与 浓度 不 断 
升 高 的 RuvC 结合 ， 电 泳 检测 产物 。 结 果 表 明 RuvC 将 一 些 Holliday 联接 体 拆 分 成 线性 双 螺 旋 形式 。 
(Source: Dunderdale, H. J. , F. E. Benson, C A. Parsons, G. J. Sharples, R. G. Lloyd and S, C. West, 
Formation resolution of recombination intermediates by E. coli recA and RuvC proteins, Nature 354 (19-26 
Dec 1991) f. 5b-c. p. 509. Copyright © Macmillan Magazines Ltd, ) 


联 。 可 见 ，RuvB 能 与 RuvA 和 RuvC 交 联 ， 表 明 3 
种 蛋白 质 可 以 结合 到 一 起 与 Holliday 联接 体 结合 。 
RuvA、RuvB 和 RuvC 共同 作用 的 假说 与 分 支 端 
化 在 拆 分 Holliday 联接 体 中 帮助 RuvC 发 现 首选 切割 
位 点 的 理论 是 一 致 的 。 这 也 和 和 X 射线 晶体 学 研究 显 
示 的 RuvA 以 四 聚 体 或 八 聚 体 结合 Holliday 联接 体 相 
一 致 。West 假设 包含 RuvA 八 聚 体 的 复合 体 对 有 效 
的 分 支 端 化 是 特异 的 〈 图 22. 17a)。RuvC 可 以 取代 
RuvA 四 聚 体 中 的 一 个 ， 从 而 形成 RuvABC 连接 复 
合体 ， 即 “ 拆 分 体 ”( 图 22. 17b) ， 它 对 Holliday 联 
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图 22.16 RuvC 和 Holliday 联接 体 的 互 作 模型 。 
(a) RuvC SRE ORE) 与 二 维 四 方形 Holliday 
联接 体 结合 的 模型 。 “剪刀 ”《〈 绿 色 ) 指示 出 两 个 
RuvC 单 体 上 的 活性 位 点 相距 30A) 。 注 意 在 拆 分 
复合 体 中 ，RuvC 活性 位 点 的 位 置 与 被 切割 的 DNA 
BEZERRA. (b) 详细 模型 。 灰 色 管 
代表 RuvC ORKAR. Holliday 联接 体 中 ， 蓝 
色 和 粉红 色 表示 磷酸 骨架 ， 银 灰色 表示 碱 基 对 如 图 
22.12. (Source: Rafferty, J. B. , S, E. Sedelniko- 
va, D. Hargreaves, P, J. Artymiuk, P. J. Baker, 
G. J. Sharples, A. A. Mahdi, R. G. Lloyd and D. 
W. Rice, Crystal structure of DNA recombination 
protein RuvA and a model for its binding to the Hol- 
liday junction. Science 274 (18 Oct 1996) f. 3e, p. 
418. Copyright © AAAS, ) 


接 体 的 拆 分 是 特异 的 。 

ruvA、ruvB 和 ruwC 突变 体 均 能 形成 相似 的 表 
型 : 由 于 缺失 重组 修复 而 对 紫外 光 ， 离 子 辐射 ， 搞 
生 素 丝 裂 霉 素 C 高 度 敏感 。 但 RuvA 和 RuvB 具有 
促进 分 支 端 化 的 功能 ， 而 RuvC 能 催化 Holliday 联 
接 体 的 拆 分 。 为 什么 这 3 种 蛋白 的 缺失 却 具有 相同 
表 型 呢 ? 答案 是 : 可 能 拆 分 过 程 依赖 于 分 支 端 化 。 
RuvA 或 RuvB 突变 后 阻 断 分 支 端 化 ， 进 而 间接 阻 断 
Holliday 联接 体 的 拆 分 。 
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图 22.17 Ruv 蛋白 -联接 体 复合 体 模型 。(a) Pearl 等 
发 现 了 RuvAB 联接 体 复合 体 。 与 其 他 研究 者 提出 的 
RuvA 四 聚 体 复合 体 相 比 ， 该 模型 的 Holliday 联接 体 
中 包含 一 个 RuvA 八 聚 体 。 这 个 RuvA 八 聚 体 复合 体 
可 能 是 有 效 迁 移 时 的 一 种 形式 。 〈b) West 的 Ruv- 
ABC- 联 接 体 复 合体 模型 。 这 个 模型 是 Holliday 联接 
体 拆 分 过 程 中 的 一 个 复合 体形 式 。 (Source: Adapted 
from West, S C. , RuvA gets x-rayed on Holliday. Cell 
94; 700, 1998, ) 


虽然 West 等 并 没有 揭示 确切 的 机 制 ， 但 却 阐明 
了 拆 分 过 程 中 RuvC 酶 作用 的 热 区 ， 而 RuvC 酶 接近 
这 些 热 区 又 需要 相应 的 分 支 端 化 过 程 发 生 。 为 了 确定 
RuvC 切割 位 点 的 序列 ，West 又 采用 相同 引物 对 相同 
的 DNA 进行 DNA 测 序 的 引物 延伸 技术 ， 对 RuvC 进 
行 了 分 析 。 结 果 ， 他 们 共 检 测 到 19 个 切割 位 点 ， 找 
到 一 个 明显 的 保守 序列 : S'-CA/T) TT} (G/C)-3', 
据 此 推测 ， 在 活体 内 必须 由 RuvA 和 RuvB 催化 分 支 
端 化 到 这 样 一 个 保守 区 域 。 这 个 假设 也 意味 着 无 论 拆 
分 成 “ 异 源 补丁 ”或 “拼接 产物 "， 都 依赖 于 两 
DNA 链 中 RuvC 识别 的 拆 分 保守 序列 的 频率 。 总 
之 ， 这 应 该 是 一 个 各 占 一 半 概 率 的 拆 分 过 程 。 

小 结 Holliday 联接 体 的 拆 分 是 由 RuvC 酶 
催化 的 ， 这 种 蛋白 质 以 二 聚 体 的 形式 从 原始 的 
交叉 点 处 将 两 条 链 切 开 或 形成 两 条 非 交叉 的 、 带 
有 “补丁 ”片段 的 异 源 重组 双 链 DNA， 或 切割 
另外 两 条 链 则 会 形成 “拼接 ”的 重组 DNA。 这 
种 蛋白 质 以 二 育 栖 形式 将 DNA 夹 住 ， 优 先 在 序 
列 5-(A/T) TT} 《G/C)-3' 处 产生 前 切 作 用 。 
“分 支 端 化 ”到 达 优 先 的 切割 位 点 对 于 Holliday 
联接 体 的 有 效 拆 分 是 必需 的 。RuvA、RuvB 和 
RuvC 酶 在 复合 体 中 相互 协调 也 直接 参与 “定位 ” 
与 “ 切 制 ”过 程 


22.3 减 数 分 裂 重 组 


在 本 章 的 前 面部 分 已 经 提 到 ， 大 多 数 真 核 生物 
的 减 数 分 裂 都 伴随 着 重组 .这 个 过 程 与 细菌 中 的 同 
源 重组 有 很 多 相似 的 特征 。 在 本 节 中 我 们 将 介绍 酵 
母 减 数 分 裂 重 组 的 机 制 。 


减 数 分 裂 重 组 的 机 制 : 综述 


图 22. 18 展现 了 已 经 研究 得 很 透彻 的 酵母 减 数 
分 裂 重 组 的 一 个 假设 。 该 过 程 起 始 于 染色 体 的 损 
伤 一 一 双 链 断裂 。 接 着 ， 一 个 内 切 核酸 酶 识别 这 个 
断裂 并 且 消化 这 两 条 链 的 5 端 ， 产 生 3 单 链 凸 出 端 。 
然后 ， 这 些 单 链 末 端 侵入 到 DNA 双 螺 旋 形 成 与 细 
菌 同 源 重组 中 相似 的 D 环 结构 。 接 着 ，DNA 修复 合 
成 填 平 了 双 螺 旋 的 间隙， 延伸 D 环 来 填充 顶部 双 
链 。 接 着 ， 在 两 个 方向 发 生 分 支 移 端 形 成 两 个 Hol- 
liday 联接 体 。 最 后 ，Holliday 联接 体 被 拆 分 产生 一 
个 包含 两 节 异 源 链 的 非 交换 的 重组 体 或 产生 一 个 交 
换 了 DNA (UR HCH ME HK, 

这 个 假设 的 大 多 数 步骤 已 经 得 到 了 很 好 的 实验 证 
实 ， 但 也 有 一 些 实验 与 该 假说 的 部 分 观点 相抵 触 。 一 
般 而 言 ， 该 模型 预测 杂 合 DNA 会 从 双 链 DNA 断裂 
处 的 两 侧 产 生 。 然 而 ， 遗 传 学 鉴定 发 现 杂 合 DNA 
出 现在 缺口 的 一 侧 。 只 有 少数 情况 能 在 断裂 的 双 侧 
发 现 杂 合 DNA。 而 且 杂 合 DNA 存在 于 相同 染色 单 
体 上 ， 而 不 是 如 模型 预测 的 在 两 条 染色 单 体 上 。 因 
此 ,需要 更 多 数据 来 解决 这 种 偏差 或 修正 这 一 假说 。 


双 链 DNA 断裂 


如 何 知道 酵母 中 的 重组 是 起 始 于 双 链 DNA 的 
WZ (DSB) 呢 ? 1989 年 ，Jack Szostak 等 通过 定位 
啤酒 酵母 (Saccharomyces cerevisia) 中 的 ARG4 基 
因 的 重组 起 始 位 点 的 基础 研究 回答 了 这 个 问题 。 他 
们 在 重组 事件 本 身 的 过 程 中 没有 发 现 这 一 现象 ， 但 
在 减 数 分 裂 过 程 中 的 基因 转换 现象 中 发 现 了 这 一 现 
象 ， 而 酵母 的 基因 转换 就 依赖 于 减 数 分 裂 重组 。 由 
于 基因 转换 和 重组 均 起 始 于 相同 的 位 点 ， 为 此 他 们 
就 通过 研究 基因 转换 机 制 来 揭示 重组 的 机 制 。 我 们 
将 在 下 一 节 讨论 基因 转换 的 机 制 。 

Szostak 等 早期 的 工作 表明 ARGS 位 点 的 减 数 分 
裂 的 基因 转换 是 有 极 性 的 。 在 靠近 基因 5 端的 转换 
是 普遍 的 〈 占 整个 减 数 分 裂 中 的 9%)， 而 在 3 端的 
转换 相对 少见 〈 占 整个 减 数 分 裂 的 0. 4%)。 这 种 特征 
表明 重组 的 起 始 位 点 靠近 基因 的 5' 端 。 因 此，Szostak 
等 去 掉 这 个 区 域 ， 试 图 移 除 起 始 位 点 从 而 阻 断 基因 
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图 22. 18 酵母 减 数 分 裂 中 的 DNA 重组 模型 。 (a) 在 一 条 DNA 双 链 ( 蓝 色 ) PRA REMY, IES 
另 一 条 双 链 DNA〈 红 色 ) 是 配对 的 。(b) 外 切 核酸 酶 在 断裂 处 消化 DNA 的 5" 端 ， 产 生 新 的 断裂 。 Co) 
顶部 双 螺 旋 DNA 游离 出 的 3 端 单 链 侵 人 底部 双 螺旋 DNA 分 子 内 ， 形 成 一 个 D 环 。(d) DNA 修复 合成 
延伸 的 3 游离 末端 ， 增 大 DIR. (Ce) 分 支 向 两 个 方向 移动 ， 产 生 两 个 Holliday 联接 体 。(f) Holliday 联 
接 体内 部 链 被 切割 而 拆 分 ， 产 生 带 有 异 源 双 链 “补丁 ”的 非 交 换 重组 体 DNA， 但 在 Holliday 联接 体外 的 
DNA 臂 上 无 交换 。(g) 切割 左边 的 Holliday 联接 体 的 内 部 链 和 右边 Holliday 联接 体 的 外 部 链 ， 产 生发 生 
了 交叉 的 重组 DNA 分 子 ， 该 DNA 具有 右 侧 Holliday 联接 体 右边 的 DNA 交换 区 段 。 


转换 。 他 们 发 现 去 除 ARG4 基因 的 一 361 至 十 1 区 显 
著 降低 了 基因 转换 的 频率 ， 这 也 表明 重组 的 起 始 位 
点 存在 于 ARG4 基因 的 启动 子 区 。 

这 一 信息 能 够 帮助 研究 人 员 从 酵母 基因 组 的 一 
些 限 制 性 区 域 寻找 单 链 或 双 链 DNA 的 断裂。 因此 ， 
将 克隆 的 一 个 长 15kb 包含 ARG4 基因 的 DNA 片 
段 ， 构 建成 质粒 ， 并 转化 到 一 个 酵母 菌株 中 ， 该 菌 
株 一 旦 被 转移 到 孢子 生成 培养 基 中 即 能 同步 完成 减 
数 分 裂 。 在 孢子 形成 过 程 的 不 同时 间 提 取 质 粒 
DNA， 电泳 ,图 22. 19 描述 了 电泳 结果 。 在 最 初 的 
时 间 ， 研究 人 员 看 到 的 多 数 是 超 螺旋 单 体 、 超 螺旋 
的 二 聚 体 和 松弛 的 环 状 单 体 ， 而 低 迁 移 率 的 带 型 可 
能 是 一 些 二 诊 体 。 在 孢子 生成 诱导 的 整个 时 间 里 都 
出 现 了 这 些 相同 的 带 。 孢 子 形成 过 程 中 有 一 条 不 明 
显 的 弱 带 ， 可 能 是 线性 单 体 ， 第 一 次 在 3h 出 现 ， 
4h 出 现 高 峰 ， 经 过 这 些 时 间 点 后 就 逐渐 消失 。 这 
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些 线 状 DNA 应 该 是 质粒 的 双 链 DNA 发 生 断 裂 后 
产生 的 。DSB 发生 的 时 间 与 在 这 些 细胞 中 进行 减 数 
分 发 重组 的 时 间 一 臻 《2. 5 一 5h)， 以 及 与 重组 产物 
出 现 的 时 间 一 致 〈4h) 。 这 些 结果 都 与 减 数 分 裂 重 组 
的 假说 中 关于 重组 的 第 一 步 是 DSB 形成 的 观点 相 
一 致 。 

Szostak 研究 组 利用 限制 性 作 图 证 明 DSB 发 生 
于 质粒 的 3 个 不 同位 置 ， 对 于 这 一 点 , 图 22. 19a 中 
用 第 头 加 以 标识 。 这 些 断 异 位 点 中 的 一 个 (位 点 2) 
只 存在 ARGS 基因 的 5 调控 区 的 一 个 216bp 限制 片 
段 内 。Szostak 等 的 前 期 工作 表明 在 同一 区 域 有 
142bp 的 缺失 降低 了 ARG4 基因 的 减 数 分 裂 期 的 基 
因 转换 。 因 此 他 们 在 这 一 研究 中 测试 了 相同 的 缺失 
对 DSB 的 影响 。 结 果 他 们 发 现 这 个 缺失 的 确 能 在 位 
点 2 消除 DSB， 但 不 影响 1 和 3 位 点 的 DSB。 因 此 ， 
位 点 2 形成 DSB 的 能 力 与 ARG4 基因 下 游 的 减 数 分 


图 22. 19 在 具有 重组 起 始 位 点 的 质粒 上 
检测 双 链 DNA 断裂 。 (a) 用 来 检测 双 


链 DNA Wi (DSB) 的 质粒 图 。 ER on; ? = 
ete tre ce aa | | | Spr 
的 15kb 的 插入 。 其 他 颜色 的 横 条 分 别 代 [一 一 ee =a | 


表 载 体内 包括 着 丝 粒 〈CEN4) 在 内 的 其 
他 位 点 。 基 因 的 位 置 在 模 条 下 标 出 , L 和 
及 是 用 来 进行 斑点 杂交 的 探 针 的 位 置 。 
箭头 1、2、3 所 示 的 是 质粒 发 生 双 链 
DNA 断裂 的 3 个 不 同位 置 。(b) 电泳 结 
R. Szostak 等 将 图 Ca) 中 描述 的 质粒 
转化 到 酵母 中 ,诱导 孢 子 形成 ， 在 诱导 
后 的 不 同时 间 提 取 质 粒 DNA 进行 电泳 ， 
用 *P 标 记 的 质粒 探 针 进行 Southern 杂 
ZX, 检测 DNA。 各 种 条 带 在 左边 注释 。 
值得 注意 的 是 ， 诱 导 后 3 一 4h 出 现 一 条 


新 的 相对 较 弱 的 线 状 单 体 DNA， 这 种 线 RRMA 
状 单 体 是 双 链 DNA 发 生 断 裂 产生 的 。 

(Source: Sun, H., D. Treco, N. P. 

Schultes and J. W. Szostak, Double ” 超 螺旋 的 单 体 
strand breaks at an initiation site for mei- 

otic gene conversion. Nature 338 (2 Mar 

1989) f. 1, p. 88. Copyright © Macmil- 


lan Magazines Ltd. ) 


裂 基因 转换 的 效率 有 关 。 

如 果 DSB 的 形成 是 减 数 分 裂 重 组 的 起 始 条 件 ， 
那么 在 酵母 染色 体 中 也 会 发 生 ， 而 不 会 仅仅 发 生 在 
质粒 中 。Szostak 研究 组 利用 限制 性 图 谱 在 缺乏 质粒 
的 细胞 中 寻找 相同 的 DSB。 他 们 在 酵母 染色 体 DNA 
中 也 发 现 一 个 DSB 存在 于 位 点 2〈 以 及 位 点 1)， 并 
且 这 些 DSB 出 现 的 时 间 也 与 质粒 中 相同 。 

Nancy Kleckner 等 的 研究 表明 ， 当 在 HISt 基 
因 附 近 插 入 一 个 LEU2 基因 形成 一 个 减 数 分 裂 重组 
热点 时 ， 相 似 的 双 链 断裂 也 发 生 在 酵母 中 。 实 际 两 
个 相距 很 近 的 DSB 一 起 发 生 在 这 个 重组 热点 区 。 
RAD50 基因 (rad50S) 发 生 一 个 非 无 义 突变 一 个 
不 完全 阻 洁 基 因 活动 的 突变 )， 也 导致 由 DSB 产生 
的 一 个 重建 的 片段 。 这 个 突变 很 明显 阻 断 了 DSB 下 
一 步 的 形成 ， 导 致 DSB 的 积聚 。 

在 1995 年 ，Scott Keeney 和 Kleckner 发 现在 
rad50S 突变 体内 由 DSB 产生 的 5 端 共 价 结合 了 一 种 
蛋白 质 。 根 据 这 一 行为 提出 的 一 个 有 吸引 力 的 假说 认 
为 ， 产 生 的 DSB 将 使 具有 催化 功能 的 蛋白 质 很 快 与 
DNA 分 离 ， 但 是 在 该 突变 体内 催化 蛋白 仍然 结合 在 
它 所 催化 产生 的 DNA 末端 。 如 果 这 是 正确 的 ， 那么 
鉴定 蛋白 质 是 否 结合 在 双 链 DNA 断裂 末端 就 可 以 鉴 
别 出 催 化 产生 双 链 DNA 断裂 的 内 切 核酸 酶 的 种 类 。 

为 此 ，Kleckner 等 开展 了 鉴定 共 价 结合 DSB 的 


解 旋 的 环 状 单 体 
超 螺旋 的 二 聚 体 


DED82 DED81 


时 间 /h: o 1 2 3465 6 7 


蛋白 质 的 实验 。 他 们 从 rad50S 细胞 中 分 离 细胞 核 。 
由 于 这 些 细胞 有 蛋白 质 -DSB 复合 体 的 积累 ， 因 此 成 
为 提供 足 量 DSB 结合 蛋白 质 的 来 源 。 为 纯化 结合 蛋 
白质 ，Kleckner 等 用 了 一 个 两 步 的 鉴定 程序 ， 第 一 ， 
提取 核 并 用 股 和 去 垢 剂 变性 蛋白 质 ， 接 着 用 CsCl 梯 
度 超速 离心 纯化 DNA 和 DNA- 蛋 白质 复合 体 。 在 这 
种 变性 条 件 下 ， 结 合 DNA 的 任何 蛋白 质 都 应 该 发 
生 共 价 结合 。 第 二 ， 通 过 玻璃 纤维 膜 过 滤 混合 物 ， 
它 只 允许 纯 DNA 通过 ，DNA- 和 蛋白 质 复合 体 结合 到 
膜 上 。 这 样 ， 在 滤 膜 上 就 会 富 集 共 价 结合 的 DNA- 
蛋白 质 复合 体 。Kleckner 等 用 核酸 酶 消化 复合 体 中 
的 DNA， 对 释放 的 蛋白 质 进行 SDS PAGE 电泳 。 
他 们 观察 到 许多 带 ， 其 中 2 条 带 在 rad50 细胞 中 出 
现 ， 但 并 不 在 阻 断 DSB 形 成 的 SPOLA 中 出 现 。 这 
两 条 相同 的 带 也 出 现在 制备 性 阶段 以 及 中 间 试 验 准 
备 阶段 中 ,它们 的 出 现 与 否 依赖 于 DNA 蛋白 质 复 
合体 的 核酸 酶 处 理 。 

接着 ，Kleckner 等 从 制备 性 凝 胶 上 切 下 两 条 带 
(M,= 34kDa 和 45kDa) 并 用 胰 酶 消化 ， 测 序 其 中 的 
一 些 胰 酶 肽 。 从 这 些 肽 链 产生 的 短 的 蛋白 质 序列 中 得 
出 了 相应 的 DNA 序列 。 由 于 酵母 染色 体 基因 组 的 序 
列 已 知 ， 很 容易 对 这 些 短 的 序列 与 相关 的 基因 进行 比 
对 。 结 果 表 明 45kDa 的 蛋白 质 是 spoll 基因 相应 的 产 
物 Spol1， 而 这 些 34kDa 的 蛋白 质 对 应 于 5 种 不 同 蛋 
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白质 的 混合 物 ， 其 中 包括 两 种 核糖 体 蛋 白质 。 

由 于 Spoll 是 减 数 分 裂 必需 的 ， 因 此 它 是 DSB 
结合 蛋白 质 的 一 个 值得 关注 的 候选 基因 。 为 了 增加 
这 种 假设 的 说 服 力 ，Kleckner 等 证 实 Spoll 特异 性 
的 与 DSB 结合 ， 并 不 是 结合 大 多 数 的 DNA。 为 证 
明 这 一 点 ， 用 抗原 决定 域 标签 途径 ， 构 建 了 红细胞 
凝集 素 蛋白 的 一 个 抗原 决定 域 基因 编码 区 与 spol] 
基因 的 融合 基因 。 该 基因 的 蛋白 质 产 物 〈(Spoll- 
HA) 与 任意 DNA 连接 后 ， 都 可 以 与 抗 红细胞 凝集 
素 的 抗体 发 生 免疫 沉淀 反应 。 

在 预 实验 中 ， 研 究 人 员 从 包含 HIS{LEU2 重组 
热点 的 rad50S 减 数 分 裂 细 胞 中 分 离 DNA (以 及 与 
其 共 价 结合 的 蛋白 质 )。 利 用 PstI BEY) DNA, ik 
分 离 ， 用 从 重组 热点 制备 的 探 针 进 行 点 杂交 。 图 
22. 20a 描绘 了 热点 区 域 ， 显 示 减 数 分 虱 中 DSB 发 生 
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图 22.20 Spoll 5 DSB 片段 的 结合 。 (a) 重组 热 
区 图 谱 。 将 带 有 LEU2 基因 〈 红 ) 的 片段 ( 红 和 
W, MARIRE Mit HISt 基因 位 点 。 着 
#8, (CENIID DSB 位 点 I 和 开 的 位 置 ，Southem 
印迹 探 针 杂交 的 位 点 以 及 在 DSB 两 侧 两 Pstl 位 点 
均 分 别 在 图 中 标示 。(b) 总 DNA 的 Souther 印迹 ， 
Pxl 酶 切 ， 电泳 ， 转 膜 ， 杂交 。 亲 本 的 DNA 片段 ， 
以 及 DSB 产生 的 亚 片段 均 显 示 出 来 。(c) DNA 的 
Southern 印迹 。PxtI 酶 切 ， 与 抗 HA 抗体 免疫 沉淀 
Spoll-HA-DNA H Afk, HPA (b) 相同 的 转 膜 ， 
杂交 。DSB 产生 的 亚 片 段 比 亲本 的 片段 更 好 地 富 集 
T .(Source; Keeney, S , C. Giroux and N. Kleck- 
ner, Meiosis-specific DNA doublestrand breaks are 
catalyzed by Spoll, a member of a widely conserved 
protein family. Cell 88 (Feb 1997) £.3, p.378. 
Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 
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的 两 个 位 点 ， 在 DSB 位 点 的 两 侧 有 两 个 PstI 位 点 ， 
以 及 HISLEU2 下 游 探 针 杂交 的 位 置 。 如 果 没 有 
DSB 发 生 ， 仅 仅 可 以 观察 到 亲本 的 PstI 片段 。 另 一 
方面 ， 如 果 DSB 的 确 发 生 了 ， 对 应 于 DSB 位 点 1 和 
2 的 两 个 额外 的 附加 小 片段 会 出 现 。 图 22. 20b 表明 
无 论 是 在 野生 型 细胞 (SPOLI~ ) 还 是 在 SPO11-HD 
细胞 内 ， 两 个 小 片段 都 出 现 了 。 

接 下 来 ，Kleckner 等 检测 到 Spoll-HA 特异 地 
结合 到 DSB 产 生 的 片段 上 。 他 们 重复 了 上 述 实验 ， 
不 过 ， 这 次 他 们 在 用 Psel BB) DNA 后 ， 免 疫 沉 淀 
Spoll-HA-DNA 复合 体 ,图 22. 20c 描述 了 实验 结 
果 。 图 22. 20 中 明显 看 出 有 两 条 较 亲 本 片段 小 得 多 
的 双 链 DNA 断裂 片段 ， 伴 随 着 Spol1-HA 发 生 了 免 
疫 沉 淀 。 在 缺乏 抗 -HA 抗体 时 ， 不 能 发 生 免疫 沉 
淀 。 在 含有 野生 型 SPO11 基因 而 没有 HA 标签 连接 
的 酵母 菌株 中 也 没有 发 生 沉淀 。 进 一 步 分析 表 明 ， 
在 没有 DSB 积累 的 野生 型 RAD50 株 系 ， 或 者 在 不 
形成 DSB 的 突变 体 株 系 中 ， 都 不 能 发 生 免 疫 沉淀 。 

如 果 Spoll-HA 仅仅 结合 到 DNA 上 ， 那 么 它 与 
亲本 DNA 片段 的 连接 就 应 该 同 与 由 双 链 DNA WR 
产生 的 亚 片段 的 连接 是 一 样 的 。 但 是 在 免疫 沉淀 中 
富 集 的 亚 片 段 大 约 是 亲本 DNA 的 600 倍 。Spoll 表 
现 为 特异 地 结合 DSB， 并 且 可 能 是 催化 产生 DSB 的 
酶 的 一 部 分 。 此 外 ，Spoll 与 其 他 生物 体 中 已 知 的 
一 些 蛋 白质 是 同 源 的 ， 包 括 始祖 鸟 、 分 裂 酵母 和 曙 
虫 。 这 4 种 蛋白 质 仅 有 一 个 保守 的 酷 氨 酸 ， 该 酷 氨 
酸 很 有 可 能 是 共 价 结合 DSB 的 催化 氨基 酸 。 按 照 这 
种 情况 ， 该 氨基 酸 应 该 类 似 于 拓扑 异 构 酶 的 酪 氨 酸 
活性 位 点 〈 见 第 23 章 )。 在 Spoll 中 保守 的 酷 氨 酸 
是 具有 活性 的 tyr135。 因 此 ， 可 以 提出 一 种 如 图 
22. 21 所 示 的 模型 ， 需 要 2 分 子 Spoll 的 参与 ， 其 
中 每 1 分 子 Spoll 在 稍微 偏 移 的 位 置 上 分 别 作用 
DNA 一 条 链 ， 产 生 DSB， 并 且 留 下 一 个 瞬时 的 中 间 
体 ， 这 个 中 间 体 带 有 一 个 Spoll 分 子 ， 其 通过 活性 
酷 氮 酸 共 价 连接 到 每 条 链 新 产生 的 一 个 5 -磷酸 末端 
上 。 因 此 ，DSB 的 形成 显然 不 是 一 个 简单 的 水 解 作 
用 产生 的 ， 而 是 要 通过 一 个 转 酯 反应 (transesterifi- 
cation) ， 在 该 反应 中 ， 作 用 基 团 是 酶 的 栈 氨 酸 残 基 ， 
而 不 是 水 分 子 。 

Spol] 与 DSB 之 间 的 共 价 连接 仅仅 是 短暂 的 过 
渡 现 象 。 因 此 ，2 分 子 的 Spoll 必须 通过 一 定 的 方 
式 被 除去 。 这 个 过 程 可 能 通过 蛋白 质 -DNA 结合 键 
的 直接 水 解 ， 或 者 通过 内 切 酶 的 作用 从 每 一 个 末端 
将 蛋白 质 以 及 一 个 短 的 延伸 DNA RE. 

2005 年 ，Scott Keeney 等 证 实 后 一 种 机 制 是 正 
确 的 ， 如 图 22. 21 所 示 。 他 们 构建 了 一 个 酵母 菌株 
来 表达 带 有 HA 抗原 决定 能 标签 的 Spol1。 接 着 ， 
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图 22. 21 SPOL 参与 DSB 形成 的 模型 。(a) DNA 
HDN. KRAEMER (FERR) 的 Spoll 
分 子 在 位 置 稍 有 偏 移 的 切 点 上 攻击 DNA 的 两 条 单 
链 ， 转 酯 反应 使 DNA 链 的 磷酸 二 酯 键 断裂 。Spol1 
的 酷 氨 酸 与 被 切割 的 DNA 5 端 上 的 磷酸 发 生 共 价 连 
接 .(b) 切割 DNA 链 。 不 对 称 的 切割 产生 两 种 不 同 
大 小 的 与 Spoll ERRIRE. Cc) Spoll 连接 的 
寡 核 工 酸 的 释放 。 如 图 所 示 ， 释 放 发 生 在 DNA 未 端 
被 切割 之 前 ， 但 有 证 据 表 明 随 后 发 生 释放 。 


利用 1 个 抗 HA 抗体 从 减 数 分 裂 细 胞 中 免疫 沉淀 
Spoll。 为 了 检测 与 Spoll 结合 的 核 背 酸 ， 利 用 
TdT 和 *P 标 记 的 3'- 脱 氧 腺 苷 磷酸 盐 进行 免疫 沉 
BE. TdT 加 赛 核 苷 能 非特 异地 结合 DNA 的 3' 端 ， 
而 3"- 脱 氧 腺 苷 磷酸 盐 〈3'-deoxy adenosine triphos- 
phate) 因 不 提供 结合 到 下 一 个 核 苷 的 3- 产 基 而 终 
止 反应 。 

图 22. 22 显示 实验 结果 。 由 于 在 没有 加 细胞 提 
取 物 和 抗体 的 第 一 泳 道中 也 可 以 看 到 条 带 ， 因 此 可 
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图 22.22 Spoll SRR MMA MIE 
Keeney 等 利用 无 抗体 〈 泳 道 1 和 2) 或 抗 HA 
抗体 来 免疫 沉淀 酵母 细胞 提取 物 中 的 蛋白 质 ， 
如 上 面 所 示 。 用 于 制备 酵母 提取 物 的 细胞 的 基 
因 型 也 标注 在 顶部 : 泳 道 2 和 3，SPOI1 结合 
到 HA 抗原 决定 基 的 编码 区 域 ; 泳 道 4， 野 生 型 
SPO 不 包括 抗原 决定 基 ; WINS, SPOL 突 
变 体 Y135F (其 中 活性 酪 氨 酸 位 点 Y 转变 为 葵 
丙 氨 酸 F)， 泳 道 6， 减 数 分 裂 突变 体 mei4 A, BE 
ATER DSB, Keeney FAMMRICRA MR, Hi 
合 上 附带 TdT 和 alpha- *P 免 疫 沉 淀 的 三 磷酸 
盐 。 最 后 ， 对 蛋白 质 SDS-PAGE 电泳 ， 放 射 自 
显影 技术 检测 标记 的 蛋白 质 ， 星 号 表明 标记 的 
非特 异性 带 ， 该 带 甚 至 在 没有 酵母 提取 物 或 搞 
体 的 情况 下 也 会 出 现 。 稍 头 表明 Spoll 特异 蛋 
白 仅 在 DSB 形成 时 被 标记 。 (Source: Reprinted 
by permission from Macmillan Publisher Ltd: 
Nature 436, 1053-1057, Thomas Schalch, Syl- 
wia Duda, David F. Sargent and Timothy J. 
Richmond, “Endonucleolytic processing of cova- 
lent protein-linked DNA double-strand breaks,” 
fig. 16, p. 1054 copyright 2005. ) 


以 推测 带 星 号 标记 的 两 条 带 与 DSB 或 Spoll HX. 

箭头 所 指 两 条 带 〈 泳 道 3) 是 Spoll 特异 性 带 。 这 

些 特异 性 的 条 带 是 真实 的 ， 在 泳 道 2 中 用 无 HA 搞 
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体 的 免疫 沉淀 反应 时 或 Spoll 没有 标记 HA 抗原 域 
时 《〈 泳 道 4)， 条 带 不 出 现 。 这 些 条 带 的 出 现 与 否 也 
依赖 于 DSB 的 形成 ， 当 Spoll AOE 
WAM 〈 泳 道 5) 或 者 DSB 被 mes 阻 断 时 〈 泳 道 
6)， 条 带 不 出 现 。 

FEL, RBM PICA Spoll-HA 出 现在 两 
条 带 中 ， 这 表明 Spoll FRR RAAT AHA 
小 不 同 的 带 。 因 此 ，Keeney 等 用 蛋白 酶 从 每 一 条 带 
中 消化 蛋白 质 并 电泳 剩余 的 寡 核 苷 酸 来 确定 其 大 小 。 
上 面 的 带 为 24 一 40 PREKER RERA, hhg 
带 为 10 一 15 个 碱 基 的 弥散 寡 核 苷 酸 带 。 结 果 证 实 两 
种 大 小 的 赛 核 苷 酸 结合 到 Spoll 上 ， 弥 散 带 暗示 着 
赛 核 背 酸 具 有 不 同 的 长 度 ， 或 蛋白 酶 在 切断 Spoll 


时 是 异 质 的 ， 并 且 人 允许 平均 3 个 氨基 酸 残留 仍然 结 
合 在 寡 核 苷 酸 上 。 通 过 凝 胶 分 离 证 明 小 于 10 个 碱 基 
MARERA RA. Keeney 等 估计 两 个 
HT BROK ED HE 21 一 37nt 和 小 于 等 于 12nt。 
对 老鼠 DNA 中 DSB 的 形成 过 程 进行 研究 得 到 了 相 
似 的 结果 ， 但 与 老鼠 Spoll 同 源 部 分 链接 的 两 组 宅 
BERMAN SES TRAN TRIAD 

图 22. 23 表明 Spoll- 寡 核 苷 酸 复合 体 出 现 的 时 
间 与 Spoll 切割 的 DSB 出 现时 间 的 是 完全 一 致 的 。 
预测 Spol l-HR DSB 产生 过 程 的 自然 产物 。 
此 外 ， 大 的 条 带 和 小 的 条 带 的 比率 也 完全 符合 1 : 1， 
表明 两 者 是 同时 产生 于 同一 个 过 程 。 这 些 发 现 得 出 
一 些 有 趣 的 尝试 性 的 结论 。 


ARERR 
DSB 
的 百分比 ~ 


ASE EBA 


4 
时 间 /h 


PYG, Spol 1- BRB EF AR A PUR TA A a AR I BR 
T Spoll 切割 的 DSB 的 积累 与 消失 。 相 应 物种 的 
Spoll- 赛 核 苷 酸 的 积累 与 Spoll 切割 的 DSB 的 积累 
是 一 致 的 。 但 没有 人 能 断言 ，Spoll- 守 核 苔 酸 的 消 
失 将 与 Spoll 切割 的 DSB 的 消失 一 致 。 然 而 ， 最 简 
单 的 模型 是 Spoll ARAB ABM) 在 切 
除 前 从 DSB 上 释放 (图 22. 21c) ， 而 这 将 发 生 DSB 
消失 前 ， 由 于 DSB 参与 Holliday 联接 体形 成 。 这 个 
模型 预测 Spol 1- SEB RAK RETE Spoll 切割 
的 DSB 消失 之 前 。 这 两 个 现象 同时 发 生 的 事实 可 以 
通过 两 种 途径 来 解释 。 第 一 ，Spoll- 寡 核 背 酸 的 缓 
慢 破 坏 足以 使 得 同时 发 生 DSB 的 切除 而 形成 Holli- 
day 联接 体 。 第 二 ， 但 更 有 趣 的 是 可 能 Spol l- 
PHAR DSB 切除 后 才 开始 降解 ， 因 为 Spoll- 赛 核 
PRERNA AE. E 22. 24 阐明 了 这 个 概念 

图 22. 23 的 第 二 个 耐人寻味 的 结果 是 产生 了 两 
种 数量 相同 、 大 小 不 等 的 Spoll- 赛 核 苷 酸 连接 体 。 
ARAMA NRA RARE DSB 的 一 个 末端 ， 而 
A SERA ORR F DSB 的 另 一 端 。 这 意味 着 DSB 
在 选择 3 游离 端 侵入 另 一 个 DNA 双 螺 旋 来 起 始 
Holliday 联接 体 的 形成 之 前 具有 固有 的 不 对 称 性 。 
Keeney 等 设想 了 一 个 与 图 22. 24 相似 的 模型 。 两 条 
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Œ 22.23 DSB 和 Spoll-BRERBAK 
形成 以 及 消失 的 时 间 过 程 。 在 酵母 
HISLEU2 重组 热点 测定 的 DSB 占 总 
DNA 的 百分比 〈 绿 色 )。 大 的 〈 红 色 ) 
和 小 的 〈 蓝 色 ) SE AF ARE HE AY Spoll 
的 种 类 依照 大 种 类 的 最 大 的 百分比 划分 。 
(Source; Adapted from Neale, M. J. et 
al. , Endonucleolytic processing of cova- 
lent protein-linked DNA double strand 
breaks. Nature 436; 1054, fig. 1f, 2005.) 


|. 


标记 的 Spo11( 占 最 大 值 的 百分比 /% 


链 切割 的 不 对 称 性 导致 了 切除 后 同 Spoll E tk hyg 
核 苷 酸 碱 基 互 补 配对 的 3 游离 末端 长 度 的 不 对 称 性 。 
图 22. 24 右边 的 链 碱 基 配 对 不 紧密 ， 将 结合 两 个 重 
组 酶 (Rad51 或 者 Dmcl) 中 的 一 个 ， 而 另 一 个 链 将 
结合 另 一 个 重组 酶 。 这 种 不 对 称 性 将 支配 着 3 游离 
末端 侵入 同 源 双 链 来 起 始 Holliday 联接 体 的 形成 。 
这 种 情况 ， 正 如 图 22. 24 右边 所 示 。 

下 一 节 将 在 切除 DSB 未 端的 过 程 中 看 到 一 个 包 
含 Rad50 M Mrell 的 复合 体 ， 下 列 证 据 表明 复合 体 
也 包含 内 切 核酸 酶 ， 切 割 靠近 DSB 的 DNA， 导 致 
了 Spol1- 寡 核 苷 酸 的 释放 。 第 一 ，Mrell 具有 必需 
的 内 切 核酸 酶 活性 ; 第 二 ，RAD50 和 MRE11 的 突 
变 基 因 阻 断 了 Spoll 从 DSB 末端 的 移 除 ; 第 三 ， 结 
合 于 Spoll 上 的 赛 核 背 酸 具 有 3'- 羟 基 基 团 ， 与 
Mrell 内 切 核酸 酶 作用 的 机 制 一 致 

Spoll 基因 在 包括 酵母 、 植 物 、 动 物 的 真 核 生 
物 中 是 高 度 保守 的 。 双 链 断 裂 模 型 起 始 重组 似乎 也 
是 保守 的 。Kim McKim 和 Aki Hayashi-Hagihara 等 
进行 了 与 Kleckner 等 相似 的 实验 ， 研 究 结果 支持 这 
个 结论 ， 在 果 蝇 中 寻找 阻 断 基因 转换 的 突变 体 ， 并 
在 1998 年 , 报道 merW68 突变 基因 具有 这 样 的 表 
型 ， 而 mer W68 是 果 蝇 中 与 酵母 Spo11 基因 同 源 的 


E 22.24 ”Spoll- 寡 核 苷 酸 释放 前 DSB 未 端 
切除 的 模型 。 (a) 利用 前 一 步 〈 图 22. 21) 


产生 的 缺口 对 两 条 链 进行 切除 。(b》 两 个 重 5 


| (a) 切除 


组 酶 〈Rad51 和 Del) 不 对 称 地 负载 到 新 
产生 的 单 链 区 域 ， 一 蛋白 质 〈 蓝 色 ) 包 豆 一 
条 链 ， 另 一 蛋白 质 〈 橘 色 ) 包 囊 另 一 条 链 。 
从 这 里 不 知道 那 一 个 蛋白 质 启动 链 拆 分 ， 颜 
色 是 随意 的 。 (c) 其 中 一 个 蛋白 质 〈 蓝 色 ) 
标注 被 紧密 包 衷 的 3 自由 端 ， 和 人 侵 一 个 同 源 
双 螺 旋 ， 起 始 Holliday 联接 体 的 形成 。 


Y 一 


3 一 


| (b) 重组 酶 不 对 称 的 负载 


= —sesesess— a0 ED =y 
EDA e] 0 

| (c) 双 联 侵入 
5 一 99999699- QED K 


基因 。 有 趣 的 是 ，merW568 突变 影响 体 细胞 和 减 数 
分 裂 细 胞 的 基因 转换 。 因 此 ， 与 酵母 中 仅 在 减 数 分 
裂 重 组 时 需要 Spoll 的 情况 不 同 的 是 在 果 蝇 中 mei 
W68 对 减 数 分 裂 和 体 细胞 重组 都 是 需要 的 。 可 见 ， 
在 果 蝇 中 由 mei W68 诱导 的 DSB 对 减 数 分 裂 和 体 细 
胞 的 重组 都 是 必需 的 。 


小 结 ” 酵母 减 数 分 裂 重组 模型 起 始 于 一 个 双 
链 DNA 的 断裂 。DSB 可 以 直接 在 质粒 DNA 或 染 
色 体 DNA 中 被 观察 到 。DSB 在 rad50S 突变 体 中 
积累 ， 其 中 Spoll 可 以 与 DSB 末端 共 价 结 合 。2 
个 Spoll 分 子 共同 作用 在 间隔 邻近 的 两 个 位 点 切 
M DNA 双 链 产生 DSB。 这 种 切割 涉及 在 2 个 
Spoll 分 子 上 的 酷 握 酸 活性 位 点 发 生 的 交换 反应 ， 
导致 2 个 Spoll 分 子 和 新 形成 DSB 之 间 共 价 连 
接 。 接 着 SpolI SERER 〈12 一 37nt MAB 
酸 ) 的 复合 体 从 DSB 处 释放 。Spol1- 赛 核 苷 酸 复 
合体 在 DSB 切 除 后 释放 。 Spoll 的 这 种 切割 是 不 
对 称 的， 在 DSB 的 一 边 产生 比 另 一 边 长 的 游离 的 
3 端 。 这 样 可 以 形成 一 个 游离 的 未 端 侵入 同 源 
DNA 双 链 ， 起 始 Holliday 联接 体 的 形成 。 


DSB 处 单 链 末端 的 生成 


一 且 Spoll 产生 一 个 DSB， 新 的 5' 端 将 被 消化 
产生 可 以 侵入 另 一 DNA 双 螺旋 游离 的 3 端 。1989 


年 ，Szostak 等 研究 DSB 产生 的 DNA 末端 结构 时 首 
次 发 现 单 链 末端 。 他 们 用 可 以 完整 的 保留 双 链 DNA 
但 特异 降解 单 链 末 端 DNA 的 S1 酶 消化 DNA, S1 
酶 不 影响 带 的 强 弱 ， 但 减少 了 3 个 DNA 链 的 长 度 。 
这 一 结果 与 图 22. 18 中 的 模型 所 预测 的 一 致 。DSB 
发 生 后 ， 外 切 核酸 酶 在 切 点 处 降解 两 个 5' 端 ， 形 成 
了 对 S1 核酸 酶 敏感 的 单 链 DNA, SI 消化 后 将 会 减 
少 DNA 片段 的 长 度 。 

Kleckner 等 也 发 现 了 DSB 处 一 条 链 降解 或 切除 
的 证 据 。 他 们 发 现 野 生 型 细胞 积累 的 片段 用 凝 胶 电 
泳 分 析 产 生 弥 散 带 型 ， 这 是 切割 末端 后 形成 不 同 大 
小 的 片段 的 结果 。 而 在 突变 体 Rad50S 中 ， 因 为 
DSB 末端 的 切割 被 阻 断 从 而 得 到 离散 带 型 。 

RAD50, MREI1 和 COM1/SAEZ2 的 突变 阻 断 
了 DSB 的 切割 。 实 际 上 ，RAD50 和 MRE11 的 无 效 
等 位 基因 一 起 阻 断 了 DSB 的 形成 。 所 以 只 有 这 些 基 
因 的 几 个 有 效 等 位 基因 允许 DSB 形成 ， 但 阻止 DSB 
的 切除 。 可 见 这 两 种 基因 的 产物 对 DSB 的 形成 和 切 
割 都 是 必要 的 。 这 些 基 因 产物 功能 的 证 据 来 源 于 与 
E. coli 的 比较 。E. coli 蛋白 质 SbcC 和 SbcD 分 别 与 
醇 母 Rad50 和 Mrell 是 同 源 蛋白 。 此 外 ， 两 种 细菌 
蛋白 质 发 挥 作 用 时 形成 SbcC/SbcD R, CAH 
双 链 DNA 的 外 切 核 酸 酶 活性 。 这 些 发 现 表明 Rad50 
和 Mrell 在 酵母 中 一 起 切割 酵母 DSB 中 的 5 端 。 
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小 结 ， 减 数 分 裂 重组 过 程 中 ,在 DSB 形成 
后 ， 断 口 处 的 5 端 被 -5 一 3 外 切 核酸 酶 切割 降 
解 ， 产 生 能 侵入 DNA 双 螺 旋 的 3 突出 端 。Rad50 
和 Mrelt 可 能 相互 协作 来 完成 这 一 过 程 。 


22.4 ”基因 转换 


当真 菌 〈 如 红色 面包 霉菌 ) RAF Et. BS 
单 倍 体 核 融合 ， 产 生 一 个 二 倍 体 核 。 经 过 减 数 分 裂 
形成 4 个 单 倍 体 核 。 这 些 核 经 有 丝 分 裂 产生 8 个 单 
售 体 核 ， 其 中 每 一 个 都 成 为 一 个 独立 的 孢子 。 总 而 
言 之 ， 如 果 在 某 一 个 原始 核 的 假定 位 点 上 含有 一 个 
等 位 基因 A， 而 另 一 个 核 在 同一 个 位 点 含有 等 位 基 
因 a， 那 么 在 孢子 中 这 些 等 位 基因 的 数量 应 该 是 相 
当 的 ， 即 4 个 A 基 因 和 4 个 a 基 因 。 很 难 想象 其 他 
类 型 的 结果 存在 如 5 个 A 和 3 个 a)， 因 为 这 需要 
一 个 a 转换 为 A。 事实 上 ， 这 种 变异 率 大 约 为 
0.1%， 不 同 的 真菌 会 有 不 同 的 变异 率 。 这 种 现象 被 
称 为 基因 转换 (gene conversion) 。 我 们 在 重组 的 主 


A A 


” 题 下 讨论 基因 转换 ， 是 因为 这 两 个 过 程 是 相关 的 。 


图 22. 18 所 展示 的 减 数 分 裂 重组 的 机 制 揭 示 了 
减 数 分 裂 中 基因 转换 的 机 制 。 图 22. 25 描述 了 基于 
N. crassa 的 一 个 假设 。 一 个 细胞 核发 生 DNA 复制 
i, SRA 4 条 染色 单 体 。 理论 上 ，2 条 染色 单 体 
具有 A 等 位 基因 ， 两 条 染色 单 体 具 有 a 等 位 基因 。 
但 是 ， 如 果 链 交换 和 分 支 端 化 已 经 发 生 ， 随 后 的 拆 
分 将 产生 两 条 带 有 异 源 补丁 的 染色 体 ， 如 图 22. 25, 
异 源 双 链 区 域 在 等 位 基因 A 和 a 所 在 的 位 置 仅 有 单 
个 碱 基 不 同 ， 所 以 染色 体 中 有 一 条 链 携带 这 个 等 位 
基因 ， 另 一 条 链 携带 另 一 个 等 位 基因 。 如 果 立 即 发 
生 DNA 复制 ， 将 会 产生 2 个 A 链 和 2 个 a 链 。 然 
而 ， 如 果 在 复制 前 ，!1 个 或 者 2 个 异 源 双 链 在 酶 的 
作用 下 进行 碱 基 错 配 修复 。 正 如 图 22. 25 所 示 ， 仅 
有 上 面 的 异 源 双 链 被 修复 ， 有 1 个 a 被 转换 成 A。 
结果 是 3 条 链 带 有 A 等 位 基因 ， 仅 有 1 条 链 带 有 a 
等 位 基因 。DNA 复制 后 ， 将 产生 3 个 A 双 螺 旋 和 1 
个 a 双 螺旋 。 加 上 未 形成 异 源 双 链 染 色 体 的 2 个 A 
和 a 双 螺旋 ， 最 后 的 结果 是 5 个 A 双 螺 旋 和 3 个 a 
双 螺 旋 。 


错 配 收复 


ar 
a 


nee) 
A 


AG) | m 


A 
和 Car A 
P> 


图 22. 25 脉 孢 菌 属 孢 子 形成 过 程 中 的 基因 转换 模型 。 在 孢子 形成 中 ， 伴 有 分 支 端 化 过 程 的 重组 交换 事件 
会 产生 两 条 带 “ 补 丁 ”的 异 源 双 链 DNA。 异 源 双 链 DNA 等 位 区 域 A〈 蓝 色 ) /a (红色 ) 之 间 仅 相差 一 个 
碱 基 。 另 外 产生 具有 纯 合 A 和 纯 合 a 基因 的 两 条 子 代 DNA (图 中 未 显示 )。 中 间 图 所 示 ， 上 面 一 条 异 源 
双 链 经 错 配 修复 ,a 被 转换 为 A， 底 部 的 异 源 双 链 没有 经 过 修复 .修复 的 DNA 复制 产生 两 个 含 A 基因 的 
双 链 DNA 分 子 。 未 修复 的 DNA 复制 产生 含有 1 个 A 基因 和 1 个 a 基因 的 双 链 DNA。 右 侧 图 中 子 代 双 链 
DNA 含有 3 个 A 基因 和 1 个 a 基因， 加 上 未 显示 的 2 条 DNA 复制 产生 2 个 a 和 2 个 A 的 双 链 DNA。 最 
后 在 子 代 的 双 螺 旋 中 有 5 个 A 和 3 个 a, 而 不 是 4 个 A 和 4 个 a。 


图 22. 26 描述 另 一 种 基因 转换 发 生 的 途径 ， 这 
次 没有 错 配 修复 。 从 图 22. 18 步骤 < 开始 ， 即 从 链 
侵入 和 D 环形 成 开始 。 等 位 基因 A 和 a 的 差异 区 在 
顶 图 中 显示 出 来 。 蓝 色 代表 A， 红 色 代表 a。 图 
22. 26 与 图 22. 18 不 同 之 处 在 于 在 修复 合成 之 前 ， 
侵入 链 受 部 分 切除 的 影响 ，D 环 带 有 部 分 塌陷 。 这 
种 切割 使 得 修复 合成 能 获得 更 长 的 伸展 ， 从 而 侵 和 人 
链 中 更 多 的 A 将 转换 成 a。 转 换 准 确 发 生 在 等 位 基 
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因 A 和 a 差 异 的 区 域 。 分 支 端 化 和 拆 分 后 〈 交 换 或 
者 没有 交换 的 拆 分 )， 我 们 得 到 的 4 条 DNA 链 都 具 
有 a 等 位 基因 ， 而 最 初 只 有 两 条 链 是 这 种 情况 。 基 
因 转换 已 经 发 生 。 

基因 转换 并 不 仅仅 局 限于 减 数 分 裂 事件 。 它 也 
是 Baker 酵母 交配 类 型 转换 的 机 制 。 该 基因 转换 事 
件 包含 MAT 位 点 的 两 种 基因 型 的 瞬时 互 作 ， 以 及 
随后 的 一 个 基因 的 序列 转换 为 另 一 个 基因 的 序列 。 


| 
EB 


(a) 切除 


| 


(b) DNA 修复 合成 


(c) 分 支 移 端 


| 


(d) 拆 分 (不 交换 ) 


| 


FA 22.26 无 错 配 修复 的 基因 转换 模型 。 该 图 是 从 
图 22. 18 所 示 的 DSB 重组 图 解 的 中 间 部 分 ， 即 从 链 
侵入 之 后 开始 。(a) 此 次 ， 侵 人 链 被 部 分 切断 ， 导 
致 DD 环 部 分 塌陷 。 (b) 由 于 链 的 切割 ，DNA 修复 
合成 更 加 广泛 。 将 生成 一 个 4 条 DNA 链 均 为 等 位 
基因 a 的 区 域 〈 在 顶部 和 底部 显示 )。 (c) 和 (dd 
分 支 端 化 和 拆 分 均 没 有 改变 4 条 DNA 链 上 等 位 基 
因 的 A 和 a 种 类 ， 所 有 的 DNA 链 均 含有 等 位 基因 
a。 该 过 程 将 一 个 含有 等 位 基因 A 转变 为 等 位 基 
Fla, 


小 结 ” 当 两 条 相似 但 不 一 致 的 DNA 序列 互 
作 时 ， 就 可 能 存在 基因 转换 一 一 一 个 DNA 序列 
转换 成 另 一 个 。 参 与 基因 转换 的 序列 可 能 是 等 位 
基因 ， 若 在 减 数 分 裂 中 ， 也 可 以 是 非 等 位 基因 
如 决定 酵母 交配 类 型 的 MAT 基因 。 


总 结 


Be 


对 于 生命 体 而 言 ， 同 源 重 组 是 非常 重要 的 。 在 
真 核 生物 减 数 分 裂 中 ， 保 证 了 同 源 染色 体 的 正确 分 
离 。 同 样 可 以 使 子 代 获得 重组 的 亲本 基因 。 在 所 有 
的 生物 体 中 ， 同 源 重组 可 以 进行 DNA 修复 。 

在 E.coli 中 ， 同 源 重组 RecBCD 途径 起 始 于 双 


链 断 裂 产 生 的 一 个 单 链 未 端 侵入 另 一 双 链 DNA。 通 
过 优先 切割 一 个 特异 Cui 序列 处 ， 由 RecBCD 的 核 
酸 酶 和 解 旋 酶 活性 产生 一 个 游离 末端 。 侵 入 链 由 
RecA 和 SSB f$. RecA 帮助 侵入 链 与 同 源 DNA 
在 同 源 区 域 配对 ， 并 形成 D 环 。SSB 很 明显 地 通过 
解 开 二 级 结构 ， 以 及 阻止 RecA 被 任何 二 级 结构 所 
捕获 从 而 抑制 重组 过 程 后 续 的 链 的 交换 ， 而 得 以 加 
速 重组 过 程 。 接 下 来 可 能 是 在 RecBCD 的 帮助 下 D 
环 链 产生 缺口 ， 导 致 Holliday 联接 体 中 间 体 的 形成 。 
RecA-SSB 解 旋 酶 催化 分 支 端 化 ， 将 Holliday 联接 
体 的 交叉 带 到 要 拆 分 的 位 点 。 最 后 RuvC 可 以 通过 
切割 两 条 链 来 拆 分 Holliday 联接 体 ， 产 生 两 条 带 有 
异 源 补丁 的 DNA 或 双 交 换 重组 体 DNA, 

酵母 减 数 分 裂 重 组 起 始 于 一 个 双 链 断裂 。2 个 
分 子 的 Spoll 相互 作用 通过 在 距离 很 近 的 位 点 切割 
双 链 产生 DSB。 切 制 过 程 中 包括 2 分 子 Spoll 的 酷 
氨 酸 活性 位 点 的 酯 交换 反应 ， 导 致 2 分 子 Spoll 的 
共 价 连接 和 新 DSB 的 形成 。 随 后 在 DSB 处 ， 从 
Spoll 45 12~37nt 守 核 苷 酸 的 复合 体 中 释放 Spoll 。 
Spol 1-3 FF AR 09 FERC tb FT fE AL 7E DSB 切除 之 后 。 
减 数 分 裂 重组 中 DSB 形成 后 ， 在 断裂 处 的 5' 端 ， 按 
5 一 3 方向 降解 DNA。Rad50 和 Mrel1 可 能 一 起 作 
用 来 完成 切除 。 接 着 ， 新 产生 的 3' 突 出 端 侵 人 其 他 
的 DNA 双 螺 旋 ， 产 生 D 环 。DNA 修复 合成 和 分 支 
端 化 产生 可 以 被 拆 分 成 交换 或 非 交换 重组 体 的 两 
Holliday 联接 体 。 

当 两 个 相似 但 不 一 致 的 DNA 序列 进行 互 作 时 ， 
就 可 能 发 生 基因 转换 一 一 一 个 序列 转换 成 另外 的 序 
列 。 参 与 基因 转换 的 序列 可 以 是 减 数 分 裂 中 的 等 位 
基因 ， 也 可 以 是 非 等 位 基因 ， 如 决定 酵母 交配 型 的 
MAT 基 因 。 
复习 题 

1 列 出 并 解释 RecA 参与 的 同 源 重 组 的 3 个 
oR. 

2. 证 实 RecA Mpe DNA 的 证 据 是 什么 ? 
RecA 与 单 链 DNA 互 作 中 SSB 起 什么 作用 ? 

3. 描述 证 实在 重组 开始 阶段 的 联 会 中 需要 Re- 
cA 的 实验 并 给 出 该 实验 的 结果 。 

4. 怎样 证 实 你 通过 电镜 观察 所 看 到 的 联 会 是 真 
实 的 联 会 ， 而 不 是 真实 的 碱 基 配 对 ? 

5. 描述 RecBCD 在 Chi 位 点 附近 切割 DNA 的 
实验 以 及 结果 。 怎 样 证 明 缺 口 是 RecBCD 引起 的 ， 
而 不 是 污染 物 造成 的 ? 

6. 说 明 如 何 利 用 凝 胶 阻 洁 实 验 来 证 实 RecA 在 
高 浓度 下 可 以 与 Holliday 联接 体 结合 ， 而 RecB A 
身 不 能 结合 ， 以 及 RecA 和 RecB 在 很 低 浓度 条 件 下 
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的 协作 可 以 结合 到 Holliday 联接 体 上 。 实验 中 友 二 
醛 的 作用 是 什么 ? 

7. 绘制 一 张 RuvAB-Holliday 联接 体 复合 体 图 ， 
包括 将 要 发 生 分 支 端 化 的 Holliday 联接 体 的 交叉 结 
构 ，RuvB 环 ， 但 不 包含 RuvA DRE. 

8. 描述 RuvC 可 以 拆 分 Holliday 联接 体 的 实验 
及 结果 。 

9, RuvA, RuvB, RuvC 结合 到 一 起 后 与 Holli- 
day 联接 体 结合 成 复合 体 的 证 据 是 什么 ? 

10. 列举 酵母 减 数 分 裂 重 组 的 一 个 模型 。 

11. 描述 证 明 酵 母 减 数 分 裂 重组 中 存在 DSB 的 
实验 以 及 结果 。 

12. 描述 证 明 醇 母 减 数 分 裂 重组 中 Spoll 共 价 
结合 到 DSB 的 实验 以 及 结果 

13. 描述 说 明 Spoll t PY AANA E 9 EE 
酸 结合 的 实验 以 及 结果 。 

14. 由 Spoll 结合 两 组 不 同 大 小 的 赛 核 背 酸 ， 
以 及 消失 和 出 现 的 时 间 所 阐明 的 酵母 减 数 分 裂 重组 
的 机 制 是 什么 ， 并 利用 图 示 说 明 答案 。 

15. 列举 减 数 分 裂 基因 转换 的 一 个 模型 
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分 析 题 


1. Fii Holliday 联接 体 的 图 表 ， 根 据 图 表 举例 
说 明 : 

a 向 右 分 支 端 化 ， 接 着 拆 分 产生 一 个 短 的 异 源 
双 链 ， 或 者 交换 的 重组 体 DNA; 

b， 向 左 分 支 端 化 ， 接 着 拆 分 产生 一 个 短 的 异 源 
双 链 ,或 者 交换 的 重组 体 DNA, 

2. 绘制 一 张 E. coli 细胞 具有 下 列 突变 体 基 因 时 
RecBCD 途径 的 重组 产物 图 : 

a recA b. recB c. ruvA d. ruvB e ruvC 

3. 说 明 如 何 用 DNA 酶 足迹 法 来 证 实 RuvA 结 
合 到 Holliday 联接 体 的 中 心 ， 而 RuvB 结合 到 分 支 
端 化 相关 方向 的 上 游 。 

4. 如 果 两 异 源 双 链 都 经 过 错 配 修复 修改 为 
A/A, 那么 图 22. 25 描述 的 基因 转换 最 终 会 有 什么 
样 的 等 位 基因 混合 比例 ? 如 果 一 条 异 源 双 链 被 修改 
为 A/A， 另 一 条 修改 为 a/a， 情 况 又 如 何 ? 


翻译 KEG RE MMM 刘 智 捷 


遗传 工程 转 座 子 DNA 的 假 彩 色 显 微 图 (放大 信 数 为 140 000) 
(Source: © Stanley N. Cohen/Photo Researchers, Inc. ) 


我 们 知道 有 机 体 的 DNA 从 生命 的 开始 到 结束 
并 非 保持 绝对 不 变 。 第 20 章 中 讲 到 DNA 会 受到 损 
伤 并 得 以 修复 ， 也 能 发 生 修复 后 突变 。 在 第 22 章 中 
已 了 解 DNA 可 以 通过 同 源 重组 将 基因 以 新 的 组 合 
方式 连接 在 一 起 。DNA 还 能 发 生 位 点 特异 性 重组 ， 
它 比 同 源 重组 所 要 求 的 同 源 序列 要 短 ， 这 种 类 型 的 
重组 常 发 生 在 特定 的 DNA 序列 之 间 ， 因 此 被 命名 
为 “位 点 特异 性 重组 ”。 一 个 经 典 的 例子 是 和 噬菌体 
DNA 插入 到 宿主 E.coli 的 DNA 中 ,然后 又 从 
E. coli DNA 上 切 离 下 来 。 相 比 而 言 ， 转 座 很 少 需 要 
重组 的 DNA 序列 之 间 有 同 源 性 ， 因 而 也 不 是 位 点 
特异 性 的 。 转 座 将 是 本 章 的 主题 。 


23.1 细菌 转 座 子 


转 座 ， 即 一 种 转 座 因子 或 转 座 子 ， 从 DNA 的 
一 个 位 点 移 到 另 一 个 位 点 。20 世纪 40 年 代 ，Barba- 
ra McClintock 在 研究 玉米 遗传 时 发 现 了 转 座 子 。 随 
后 ， 在 从 细菌 到 人 的 各 种 有 机 体内 均 发 现 了 转 座 子 
的 存在 。 本 章 首先 介绍 细菌 转 座 子 。 


细菌 转 座 子 的 发 现 


20 世纪 60 年 代 晚 期 ，James Shapiro 等 对 行为 异 
常 的 叭 菌 体 突变 体 的 研究 ， 为 细 苗 转 座 子 的 发 现 疯 定 
了 基础 。 例 如 ， 这 些 突变 体 不 像 点 突变 那样 容易 发 生 
回复 突变 ， 而 且 突变 基因 含有 一 长 串 额 外 的 DNA 序 


列 。Shapiro HIFI à MEW IKIE E. coli 时 偶尔 会 携带 
宿主 的 一 段 DNA， 并 用 这 段 “外 源 ”DNA 整合 到 自 
身 基因 组 的 事实 来 说 明 突变 体 的 异常 表现 。 让 A ND 
体 携带 一 段 野生 型 的 E. coli 半 乳 糖苷 酶 基因 (gal) 
或 与 之 对 应 的 突变 型 基因 (gal), REWERA N 
E DNA 的 重组 ADNA 分 子 的 大 小 〈 第 20 FED, MW 
化 饱 密度 梯度 离心 方法 测定 两 种 类 型 噬菌体 的 密度 ， 
从 而 间接 测定 重组 DNA SF AAs. MEP RAIS FE 
Ha PRA BAY AE AL AL, hF DNA 的 密度 比 蛋白 
PRS EA H RO SR me BHA) DNA 含量 越 高 ， 
其 密度 也 越 大 。 结 果 显示 携带 gal” 基因 的 密度 比 携 
带 野 生 型 gal 基因 的 密度 大 ， 说 明 前 者 含有 更 多 的 
DNA。 最 简单 的 解释 是 外 源 DNA 插入 到 gal* 基因 
中 使 其 失 活 。 后 来 的 实验 的 确 揭示 出 在 突变 的 gal” 

基因 中 插入 了 一 段 在 野生 型 基因 中 检测 不 到 的 800 
一 1400bp 的 DNA 片段 。 在 极 少数 情况 下 ， 当 突变 
体 发 生 回复 突变 时 ,它们 也 丢失 额外 的 DNA。 这 些 
插入 到 一 个 基因 中 而 使 其 失 活 的 额外 DNA 是 首先 
在 细菌 中 发 现 的 转 座 子 ， 被 称 为 插入 序列 AS). 


插入 序列 : 最 简单 的 细菌 转 座 子 


细菌 插入 序列 中 仅 含 转 座 所 必需 的 因子 ， 包 括 

转 座 子 的 末端 反 向 重复 序列 以 及 编码 转 座 酶 的 基因 。 

由 于 插入 序列 的 末端 是 反 向 重复 序列 ， 如 果 一 

端 是 5-ACCGTAG， 那 么 另 一 端 则 是 反 向 互补 的 

CTACGGT-3'。 这 里 给 出 假设 的 反 向 重复 序列 来 说 

明 这 一 特点 ， 典 型 的 插 人 序列 含有 15~25bp 的 反 向 
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重复 序列 。 例 如 ，IS1 的 反 向 重复 序列 有 23bp, 大 
的 转 座 子 的 反 向 重复 序列 可 以 长 达 上 百 个 碱 基 对 。 
Stanley Cohen 用 一 个 巧妙 的 实验 证 实 了 转 座 子 
末端 具有 反 向 重复 序列 。 如 图 23. 1 所 示 。 先 给 出 一 
个 结构 如 图 23. 1a 左 侧 所 示 的 含有 转 座 子 的 质粒 。 
这 个 质粒 与 转 座 子 的 末端 反 向 重复 序列 连接 。 如 果 


(a) 


内 部 基因 
末端 反 向 重复 


末端 反 向 重复 


质粒 DNA 


图 23.1 转 座 子 含有 末端 反 向 重复 序列 。 


转 座 子 末端 确实 有 反 向 重复 序列 ， 那 么 可 将 重组 质 
粒 的 双 链 分 开 ， 每 一 条 链 上 的 反 向 重复 可 以 相互 配 
对 形成 如 图 23. la 右 侧 所 示 的 茎 环 结构 。 茎 部 是 反 
向 重复 序列 组 成 的 双 链 DNA， 环 是 反 向 重复 序列 之 
外 其 他 的 单 链 DNA, FA 23. 2b 的 电镜 图 像 证 实 了 这 
种 预期 的 葵 环 结构 。 


GAC CEERI G 7, 
oon’ "Sag 


'CCAGACI 
9910195 


Q 


内 部 链 的 退火 


CTO Em CA 
ot ce, 


|GGGTCTGI 
9550Y95v9i 


(a) 实验 图 解 : 含有 转 座 子 的 质粒 的 两 条 链 分 离 并 分 别 发 生 链 


内 复 性 。 末端 反 向 重复 序列 将 在 两 个 单 链 环 之 间 形 成 一 个 碱 基 配 对 的 茎 ， 对 应 于 转 座 子 〈 小 环 ， 绿 色 ) 的 
内 部 基因 和 宿主 质粒 〈 大 环 ， 紫 色 和 粉色 )。(b) 实验 结果 : DNA 用 重金 属 处 理 成 像 后 在 电子 显微镜 下 检 
测 ， 显 示 出 环 - 茎 - 环 结构 。 茎 部 有 上 百 个 碱 基 对 ， 证 明 这 个 转 座 子 中 的 反 向 重复 序列 比 在 〈a) 图 显示 的 


7bp 要 长 得 多 。(Source: (b) Courtesy Stanley N. Cohen, Stanford University. ) 


插 人 序列 的 主体 部 分 至 少 编码 两 个 催化 转 座 的 
蛋白 质 ,这 些 蛋 白质 统称 为 转 座 酶 〈transposase) 。 
在 本 章 后 文中 将 介绍 其 作用 机 制 。 若 插入 序列 的 这 
个 区 域 发 生 突变 将 导致 其 不 能 转 座 ， 所 以 这 些 蛋 白 
质 是 转 座 必 需 的 。 

和 其 他 复杂 转 座 子 一 样 ， 插 入 序列 的 另 一 个 特 
征 是 ， 在 转 座 子 两 外 侧 的 靶 DNA 中 出 现 一 小 段 正 
向 重复 序列 。 这 段 正 向 重复 序列 在 转 座 子 插 人 之 前 
是 没有 的 ， 它 产生 于 转 座 子 插 人 的 过 程 中 ， 这 就 告 
RAR ATF BE GY AE DNA 时 采用 错位 剪 切 方式 ， 
即 不 是 正好 在 两 条 链 的 对 等 位 点 处 切割 。 图 23. 2 显 
IRT FE DNA 的 两 条 链 如 何在 插入 位 点 错位 切割 后 
形成 正 向 重复 (DR)。 形 成 的 正 向 重复 的 长 度 取决 
FEW DNA 链 上 两 个 切 点 的 间距 。 这 个 距离 反 过 
来 又 取决 于 插入 序列 本 身 的 特性 。IS1 的 转 座 酶 形 
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成 9bp 的 切 点 ， 因 此 产生 的 正 向 重复 长 9bp。 


小 结 ”插入 序列 是 最 简单 的 细菌 转 座 子 ， 仅 
包含 满足 自身 转 座 需要 的 因子 ， 末端 短 的 反 向 重 
复 序列 和 由 至 少 两 个 基因 编码 的 转 座 酶 。 复 制 彼 
DNA f— BEF, Fe AGA FUR 45 45 
一 个 拷贝 。 


更 复杂 的 转 座 子 


插入 序列 和 其 他 转 座 子 有 时 候 也 被 称 为 “自私 
DNA”， 即 它们 利用 寄主 进行 复制 却 没有 给 寄主 提 
供 任何 有 用 的 东西 。 但 有 些 转 座 子 的 确 也 会 给 寄主 
带 来 有 价值 的 基因 ， 最 常见 的 是 抗生素 抗 性 基因 。 
这 不 仅 对 细菌 寄主 有 利 ， 对 分 子 生物 学 家 同样 有 用 ， 
因为 有 了 这 些 基因 ， 可 以 更 加 容易 地 跟踪 转 座 子 。 


(a) 


= CATAGCCTGAT prs 
GTATCGGACTA = 


在 箭头 处 切割 


(b) 
23.2 转 座 子 两 侧 的 寄主 DNA E CATAGCCTGA Ta n> 
向 重复 序列 的 形成 。 a) 箭头 显示 a 8 WGA D. 
的 是 寄主 DNA 双 链 错位 切 其 切口 的 位 > 
置 ， 每 边 9bp; (b) 切 开 后 ; (c) 转 座 ~ mE 


子 (黄色 ) 连接 到 寄主 DNA 的 每 条 
链 的 末端 ， 留 下 两 个 9bp 的 缺口 ; 


插入 转 座 子 


(d) 缺口 补 齐 后 ， 在 转 座 子 的 两 个 末 
端 形成 了 寄主 DNA 的 9bp 重复 ( 粉 
色 框 )。 


7 
TATCGGACTA LUD 


如 图 23.3 所 示 ， 首 先 有 一 个 供 体质 粒 ， 其 上 携 
带 有 卡 那 霉 素 抗 性 基因 (Kan) 和 含有 氨 某 青霉素 
抗 性 基因 (Amp) 的 转 座 子 〈Tn3); 另外 ,我 们 
有 一 个 携带 有 四 环 素 抗 性 基因 (Ter) WEAR. 
转 座 后 ，Tn3 通过 复制 将 一 个 拷贝 移动 到 靶 质 粒 上 。 
现在 到 质粒 同时 具有 四 环 素 和 和 氨 某 青霉素 抗 性 ， 


图 23.3 利用 抗生素 抗 性 基因 追踪 转 座 。 开 
始 有 两 个 质粒 : 大 的 〈 蓝 色 ) 编码 卡 那 老农 
BLE (Kan) 并 带 有 编码 氨 茶 青霉素 抗 性 基 
因 (Amp) 的 转 座 子 Tn3 (黄色 ); 小 的 
(RE) 编码 四 环 素 抗 性 基因 (Ter )。 转 座 
后 , 小 段 质粒 同时 携带 有 Ter 和 Amp” 
基因 。 


由 于 这 个 特性 ,我们 可 以 通过 将 靶 质 粒 转 化 到 抗 生 
素 敏感 性 的 细菌 中 ， 并 将 这 些 细 菌 置 于 含有 这 两 种 
抗生素 的 环境 中 生长 来 检测 转 座 子 。 如 果 细 菌 能 存 
活 ， 它 们 必须 含有 两 种 抗生素 抗 性 基因 ， 由 此 可 证 
明 Tn3 必然 转 座 到 靶 质 粒 中 了 。 
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转 座 的 机 制 


由 于 转 座 子 具有 从 一 个 地 方 移动 到 另 一 个 地 方 
的 能 力 ， 所 以 有 时 候 被 称 作 “ 跳 跃 基因 ”。 但 是 这 个 
称呼 有 些 误导 ， 因 为 “ 跳 聊 基因 ”似乎 暗示 了 DNA 
经 常 离开 一 个 位 点 然后 跳跃 到 另 一 个 位 点 。 以 这 种 
方式 发 生 的 转 座 ， 被 称 为 非 复制 式 转 座 (nonrepli- 
cative transposition) (或 “ 剪 切 -粘贴 ”)， 因 为 初始 
DNA 的 两 条 链 一 起 从 一 个 位 点 移动 到 另 一 个 位 点 而 
没有 复制 。 然 而 ， 转 座 经 常 包括 DNA 的 复制 ， 所 
以 转 座 子 的 一 个 拷贝 会 保留 在 原 位 而 另 一 个 拷贝 插 
人 到 新 的 位 点 。 这 种 方式 被 称 为 复制 式 转 座 (repli- 
cative transposition) 《或 “复制 -粘贴 ”)， 因 为 转 座 
子 以 这 种 方式 移动 时 也 复制 了 自身 。 下 面 我 们 讨论 
这 两 种 转 座 是 如 何 发 生 的 。 

Tn3 的 复制 式 转 座 “Tn3 的 结构 如 图 23.4 所 示 ， 
这 是 一 种 转 座机 制 研究 比较 清楚 的 转 座 子 。 除 了 编码 
钝 化 氨 茶 青霉素 的 内 酰胺 酶 的 bla 基因 以 外 ，Th3 
含有 两 个 对 转 座 起 作用 的 基因 。Th3 的 转 座 分 两 步 进 
行 ， 每 个 步骤 都 需要 Th3 的 一 种 基因 产物 。 图 23. 5 
简要 说 明了 转 座 发 生 步 又 。 我 们 选用 两 个 质粒 开始 研 


究 ， 即 一 个 含有 Th3 的 供 体 和 一 个 Tn3 的 受 体 。 第 
一 步 ， 伴 随 着 Th3 的 复制 过 程 ， 两 个 质粒 融合 ， 通 
过 两 个 Tn3 拷贝 的 连接 形成 一 个 共 联 体 (cointe- 
grate) 。 这 一 步 需要 由 Tn3 转 座 酶 基因 tnpA 的 产物 
催化 在 两 个 质粒 间 发 生 重组 。 图 23. 6 显示 了 所 有 4 
条 DNA 链 如 何 相互 作用 实现 转 座 形成 共 联 体 的 详 
细 过 程 。 图 23.5 和 23. 6 图 说 明 在 两 个 质粒 间 发 生 
转 座 , 但 是 供 体 和 受 体 DNA 可 以 是 其 他 种 类 的 
DNA, {uik DNA 或 者 细菌 自身 的 染色 体 。 

Tn3 转 座 的 第 二 步 是 共 联 体 的 拆 分 ， 它 将 一 个 
共 联 体 分 解 为 两 个 独立 的 质粒 ， 各 自 携带 一 个 Tn3 
的 拷贝 。 这 一 步 是 发 生 在 Tn3 自身 的 同 源 位 点 res 
间 的 重组 事件 ， 由 分 解 酶 基因 mpR 的 产物 催化 。 许 
多 证 据 都 证 明了 Tn3 转 座 是 由 这 两 个 步骤 构成 的 。 
例如 ，tmpR 基因 的 突变 体 不 能 拆 分 共 联 体 ， 因 此 导 
致 转 座 的 最 终 产物 是 共 联 体形 式 。 这 就 证 实 了 共 联 
体 通 常 是 反应 的 中 间 产 物 。 再 如 ， 即 使 mpR 基因 有 
缺陷 ， 如 果 有 另 一 个 DNA 分 子 ， 比 如 寄主 染色 体 
或 其 他 质粒 可 以 提供 有 功能 的 tapR 基因 ， 共 联 体 仍 
然 可 以 被 拆 分 。 


图 23.4 Tn3 的 结构 。 转 座 必 须要 inpA 
和 tnpR 基因 ;res 是 在 转 座 的 拆 分 步骤 中 


发 生 重组 的 位 点 ; bla 编码 BE 内 酰胺 


TO 矿 ， 可 以 让 细 基 产生 氨 某 青 惫 素 搞 性。 这 


非 复制 式 转 座 ”图 23.5 和 23.6 图 解说 明了 复 
制式 转 座 的 机 制 ， 但 是 转 座 并 不 总 是 以 这 样 的 方式 
发 生 。 有 些 转 座 子 (如 Tn10) 采取 非 复制 方式 离开 
供 体 DNA， 转 移 到 靶 DNA 上 。 这 是 如 何 发 生 的 呢 ? 
非 复制 式 转 座 在 起 始 阶段 可 能 和 复制 式 转 座 一 样 ， 
切 开 缺 口 ， 连 接 供 体 与 受 体 的 靶 DNA， 但 随后 的 过 
程 就 不 一 样 了 (图 23.7)。 在 转 座 子 的 另 一 边 ， 供 
体 DNA 形成 新 的 切口 ， 而 不 是 在 转 座 过 程 中 进行 
复制 。 这 样 就 释放 出 产生 缺口 的 供 体 DNA， 转 座 子 
却 连 接 在 受 体 DNA 上 。 受 体 DNA 的 剩余 切口 可 以 
封闭 、 产 生 一 个 将 转 座 子 整合 到 受 体 中 的 重组 DNA. 
分 子 。 供 体 DNA 有 一 个 双 链 缺口 ， 所 以 它 可 能 丢 
Ky 或 者 如 图 23. 7 所 示 ， 缺口 可 以 被 修复 。 


小 结 ” 许多 转 座 于 除 含 转 座 必需 的 基因 外 ， 
还 含有 一 些 其 他 的 基因 ， 这 些 基因 常常 是 抗生素 
抗 性 基因 。 如 ;Tn3 含有 氨 革 青霉素 抗 性 基因 
Tn3 及 其 相关 的 转 座 子 的 转 座 《 复 制式 转 座 ) 有 
两 个 步 又 。 转 座 子 首先 复制 ， 供 体 DNA 整合 到 
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IR 个 基因 也 被 称 为 hmzzpr 。 在 每 个 末端 都 有 
反 向 重复 序列 (JIR)。 稍 头 所 指 的 是 每 个 


基因 的 转录 方向 。 
和 质粒 
® oe O 
x 


图 23.5 T3 两 步 转 座 简化 图 解 。 第 一 步 ， 被 
tnpA 基因 产物 催化 ， 质 粒 〈 黑 色 ) 含有 转 座 子 
GEE) 与 受 体质 粒 GRE, WALE) 融合 
形成 共 联 体 。 在 共 联 体形 成 时 ， 转 座 子 复制 。 
第 二 步 ， 被 mpR 基因 产物 催化 ， 使 共 联 体 分 解 
为 插入 了 转 座 子 的 受 体质 粒 及 原先 含有 转 座 子 
的 供 体质 粒 。 


图 23.6 Tn3 转 座 的 具体 过 程 。 第 一 步 : 两 
个 质粒 产生 缺口 形成 自由 末端 ， 分 别 标 记 为 
a~h。 第 二 步 : 末端 a Mf MRE. gA d 
相连 接 。b、c、e 和 h 仍 是 自由 末端 第 三 
步 : 保留 的 自由 末端 中 的 两 个 (b 和 c) 作 
为 DNA 复制 的 引物 ， 在 复制 区 域 的 放大 图 
中 有 显示 。 第 四 步 : 继续 复制 使 末端 b 到 达 
e 而 未 端 “ 到达 h。 这 些 末 端 连接 形成 共 联 
体 。 注 意 整个 转 座 子 〈 蓝 色 ) 被 复制 。 这 里 
第 一 次 标识 了 成 对 的 res 位 点 〈 紫 色 )， 即 使 
在 前 面 的 步骤 中 一 个 res 位 点 已 经 存在 。 共 
联 体 中 画 了 一 个 环 ， 所 以 它 的 形成 在 先前 的 
图 中 更 清楚 ; 但 是 ， 如 果 环 是 打开 的 ， 共 联 
体 将 看 上 去 像 图 23.5 的 样子 。 第 五 步 和 第 
六 步 ， 两 个 转 座 子 拷贝 的 两 个 res 位 点 间 形 
成 一 个 交叉 ， 使 得 两 个 独立 的 质粒 各 自 包含 
一 个 转 座 子 的 拷贝 。 以 上 过 程 显 示 了 左右 两 
个 相同 形式 的 共 联 体形 成 。 


受 体 DNA， 形 成 共 联 体 。 然后， 共 联 体 被 拆 分 成 
个 环 各 含 一 个 拷贝 的 转 座 子 。 
另 一 种 不 同 于 Tn3 的 途径 是 保守 式 转 座 (onser 


两 个 DNA 环 , 每 一 
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图 23.7 非 复制 式 转 座 。 开 始 的 两 步 与 
复制 式 转 座 相同 ， 顶 部 的 结构 与 图 23. 6 
的 第 二 、 三 步 相同 。 接 下 来 ， 在 箭头 处 
形成 新 的 切 开 。 这 将 供 体质 粒 除了 转 座 
子 以 外 的 部 分 释放 ， 而 转 座 子 整合 到 受 
体 DNA 上 。 间 隙 填补 和 切口 封闭 使 
质粒 整合 上 它 新 的 转 座 子 。 供 体质 粒 的 
自由 末端 可 以 或 不 可 以 连接 。 无 论 哪 种 
情况 ， 供 体质 粒 都 失去 了 转 座 子 。 


23.2 真 核 生 物 的 转 座 子 


如 果 细 菌 是 唯一 含有 转 座 因 子 的 有 机 体 ， 那 将 
是 不 可 思议 的 ， 因 为 这 些 转 座 因子 会 赋予 其 寄主 强 
大 的 选择 压 。 首 先 ， 许 多 转 座 子 携带 有 对 寄主 有 利 
的 基因 。 因 此 ， 寄 主 能 以 消灭 其 竞争 者 为 代价 繁衍 
自身 ,并 与 寄主 DNA 的 其 他 部 分 一 起 繁殖 转 座 子 。 
其 次 ， 即 使 转 座 子 对 其 寄主 不 利 ， 它 们 也 可 以 在 宿 
主 中 “自私 ”地 复制 。 真 核 生物 中 确实 存在 转 座 因 
F. 事实 上 ， 转 座 因 子 首 先是 在 真 核 生物 中 被 发 
现 的 。 
第 一 例 转 座 因子 : 玉米 的 Ds/Ac 
系统 

20 世纪 40 年 代 后 期 ，Barbara McClintock 在 研 
究 玉 米 时 发 现 了 第 一 个 可 以 转 座 的 因子 。 较 长 时 间 
以 来 ， 人 们 已 经 在 印第安 玉米 中 观察 到 色 斑 籽粒 的 
产生 是 由 一 种 不 稳定 的 突变 所 导致 的 。 如 图 23. 8a 
所 示 的 有 色 籽 粒 。 这 种 颜色 是 由 玉米 C 位 点 编码 的 。 
图 23. 8b 显示 了 当 C 基因 发 生 突变 时 籽粒 为 白色 而 
非 紫色 。 图 23. 8c 所 示 的 斑点 籽粒 是 在 有 些 籽粒 的 
细胞 中 发 生 了 回复 突变 后 的 结果 。 无 论 何 时 发 生 回 
复 突变 ， 回 复 突变 的 细胞 及 其 后 代 都 能 产生 颜色 ， 
从 而 导致 深 色 斑点 籽粒 的 产生 。 很 显然 ， 籽 粒 中 产 
生 的 许多 斑点 就 意味 着 突变 是 很 不 稳定 的 ; 回复 突 
变 的 频率 远 远 高 于 我 们 对 一 般 突 变 所 预期 的 频率 

对 这 一 现象 的 研究 ，McClintock 发 现 一 个 称 为 
Ds 〈 解 离 因 子 ) 的 转 座 因 子 插入 到 C 基因 中 产生 起 
始 突变 (图 23. 9a 和 图 23. 9b) 。 另 一 个 转 座 因 子 Ac 
(激活 因子 ) 可 以 诱导 Ds 再 次 从 C 基因 中 转 座 出 去 ， 


we) E 


图 23.8 突变 和 回复 突变 对 玉米 籽粒 颜色 的 影响 。 (a) 野生 型 籽粒 中 有 活性 的 C 
基因 合成 紫色 素 ; b) C 基因 发 生 突变 ， 阻 碍 色素 的 合成 ， 产 生 无 色 籽 粒 ; (co) 部 
分 细胞 的 C 基因 发 生 回复 突变 ， 重 新 激活 色素 合成 ， 从 而 产生 斑点 籽粒 。 (Source: 


F. W. Goro, from Fedoroff, N. , Transposable genetic elements in maize. Scientific 


American 86 (June 1984). ) 
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产生 回复 突变 (M 23.9). MAL, Ds 只 有 在 Ac 
的 帮助 下 才能 发 生 转 座 。 另 一 方面 ，Ac 是 自主 性 转 
座 因 子 ， 可 以 独自 发 生 转 座 ， 不 需要 其 他 因子 的 帮 
助 就 能 使 靶 基 因 失 活 。 

在 McClintock 发 现 转 座 子 数 十 年 之 后 ， 我 们 可 
以 利用 分 子 生物 学 工具 来 分 离 和 鉴定 这 些 遗 传 因 子 。 
Nina Fedoroff 及 同事 获得 了 Ac 和 3 种 不 同形 式 Ds 
的 结构 。Ac 类 似 于 前 文 所 介绍 的 细菌 转 座 子 〈 图 
23,10). Ac 长 约 4500bp， 含 有 一 个 转 座 酶 基因 和 一 


受 与 转 座 酶 的 近 末端 重复 区 域 邻接 的 、 短 的 不 完整 
的 反 向 重复 序列 。Ac 缺失 后 形成 不 同形 式 的 Ds 。 
Dsa 和 Ac 十 分 相似 ， 只 是 缺失 了 部 分 转 座 酶 的 基 
A. 这 一 点 可 以 解释 Ds 自身 不 能 发 生 转 座 。Dsb 
的 缺失 片段 更 大 ， 仅 保留 了 转 座 酶 基因 的 一 个 小 片 
段 ， 长 度 更 短 一 些 。Dsc 则 仅 剩 有 Ac 因子 中 反 向 
重复 序列 和 与 转 座 酶 结合 的 近 末端 重复 区 域 。 这 些 
区 域 和 片段 都 是 Dsc 在 Ac 指导 下 转 座 所 必需 的 靶 
位 点 。 


(a) (b) ao (c) 
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图 23.9 玉米 中 转 座 因 子 产生 突变 及 回复 突变 。 (a) 野生 型 玉米 籽粒 包含 有 完整 的 活性 C 位 点 〈 蓝 色 )， 
可 以 合成 紫色 素 。(b) Ds 因子 (红色 ) MAC. 使 C 失 活 ， 阻碍 色素 合成 。 因 此 籽粒 旦 无 色 。 (c) Ac 
(绿色 ) 和 Ds 因子 同时 存在 使 得 Ds 因子 在 许多 细胞 中 可 以 跳出 C 位 点 ， 产 生 一 些 可 以 合成 色素 的 细胞 。 
这 些 细胞 引起 籽粒 上 出 现 紫色 斑点 。 当 然 ，Ds 必须 在 其 缺损 之 前 转 座 到 C 中 ， 否 则 将 需要 Ac 因子 帮助 。 


| 替换 末端 重复 间 的 DNA 


图 23.10 Ac 和 Ds 的 结构 。Ac 含有 转 座 酶 基因 紫色) 和 两 个 不 完整 的 末端 反 向 重复 序列 〈 蓝 色 )， 以 及 
近 末端 重复 区 域 。Dsra 中 缺失 了 转 座 酶 基因 中 一 段 194bp 的 区 域 〈 虚 线 )， 其 余部 分 与 Ac 相同 。Dsb 缺失 
T Ac 中 更 大 的 片段 。Dsc 仅 有 末端 反 向 重复 序列 和 近 末端 重复 区 域 与 Ac 相同 。 


有 趣 的 是 ， 孟 德尔 本 人 描述 的 第 一 个 控制 芍 豆 
种 子 饱满 和 皱 总 的 基因 R Rr 似乎 也 含有 转 座 因 子 。 
现在 我 们 知道 R 基因 编码 一 个 参与 淀粉 代谢 的 酶 
( 支 链 淀粉 酶 )。 皱 疤 表 型 是 这 个 基因 功能 异常 引起 
的 ， 这 种 突变 是 由 于 在 R 基因 中 插入 了 一 段 类 似 于 
Ac/Ds 家 族 成 员 的 800bp 的 DNA 片段 引起 的 。 
小 结 玉米 籽粒 色 斑 是 由 C 位 点 的 非 稳定 突 
变 的 多 次 回复 突变 引起 的 , C 位 点 控制 籽粒 的 颜 


E. Ds 因子 转 座 到 C 基因 中 ， 使 其 突变 ， 而 后 
再 从 C 基因 中 转 座 出 去 使 C 基因 回复 成 野生 型 ， 
从 而 导致 了 突变 及 回复 突变 的 产生 。Ds 自身 不 
能 发 生 转 座 ， 必 须 由 自主 因子 Ac 提供 转 座 酶 才 
能 转 座 。Ds 因子 或 多 或 少 缺 失 Ac 因子 中 的 一 部 
分 片段 。 所 有 的 Ds 要 实现 转 座 均 需 要 一 对 末端 
反 向 重复 序列 和 与 其 毗连 的 一 段 短 的 可 以 被 Ac 
转 座 酶 所 识别 的 序列 。 
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FRA (hybrid dysgenesis) 现象 说 明 另 外 一 
种 明显 由 真 核 生 物 转 座 子 转 座 产 生 的 突变 。 杂 种 败 
育 是 指 在 一 个 品系 的 果 蝇 与 另 一 个 品系 的 果 蝇 杂交 
产生 的 杂种 后 代 中 ， 染 色 体 遭受 多 种 损伤 而 使 得 杂 
种 后 代 败 育 或 不 育 。 杂 种 败 育 是 亲本 双方 共同 作用 
的 结果 。 例 如 ， 在 P-M 系统 中 ， 父 本 必须 是 了 品系 
( 父 本 贡献 )， 母 本 必须 是 M 品系 〈 母 本 贡献 )。M 
父 本 与 P 母 本 的 反 交 以 及 品系 内 的 杂交 (PXP 或 
MXM) 产生 的 子 代 都 正常 可 育 。 

我 们 为 什么 怀疑 此 现象 中 涉及 了 转 座 子 的 作用 
呢 ? 首先 ,任何 P 系 雄性 染色 体 都 能 导致 与 M RE 
性 杂交 后 代 的 败 育 。 而 且 ， 来 自 部 分 P 系 雄性 和 部 
分 M 系 峻 性 染色 体 的 重组 雄性 染色 体 也 常常 引起 后 
代 的 败 育 ， 表 明 这 些 染色 体 上 的 多 个 位 点 上 都 带 有 
P 性 状 。 

对 这 种 现象 的 -种 可 能 的 解释 是 P 性 状 受到 转 
座 因子 的 控制 ， 所 以 我 们 才 会 在 许多 不 同 的 位 点 上 
都 发 现 有 P 性 状 。 事实 上 ， 这 种 解释 是 正确 的 。 负 
责 P 性 状 的 转 座 子 称 为 P 因子 (P element), 发 现 
其 仅 存 在 于 野生 型 果 蝇 中 ， 在 实验 室 培养 的 品系 中 
除了 生物 学 家 专门 导入 的 以 外 ， 均 没有 发 现 该 因子 。 
Margaret Kidwell 及 同事 研究 发 现 ，P 因子 插入 到 了 
败 育 果 强 的 white 位 点 中 。 他 们 发 现 这 些 因子 的 碱 
基 序 列 高 度 一 致 但 大 小 上 区 别 很 大 (500~2900bp)。 
此 外 ，P 因子 具有 末端 反 向 重复 ， 两 侧 有 短 的 寄主 
DNA 的 正 向 重复 ， 这些 都 是 转 座 子 的 特征 。 最 后 ， 
white 突变 体 在 丢掉 完整 的 P 因子 后 表现 出 很 高 的 
回复 突变 频率 ， 这 是 转 座 子 的 又 一 特性 。 

如 果 了 因子 与 转 座 子 相 类 似 ， 那 为 什么 它们 仅 
在 杂种 中 才 转 座 并 引起 败 育 呢 ? 答案 就 是 P 因子 还 
编码 一 个 转 座 抑制 物 ， 在 发 育 的 生殖 细胞 的 细胞 质 
中 累积 。 因 此 ，P 或 M 的 雄性 与 P 的 峻 性 杂交 ， 肉 
性 细胞 质 中 含有 抑制 物 ， 能 与 P 因子 结合 并 阻碍 其 
发 生 转 座 。 但 是 在 P 的 雄性 与 M 的 肉 性 的 杂交 中 ， 
早期 胚胎 中 不 含 该 抑制 物 ， 而 由 于 P 因子 仅 在 发 育 
中 的 生殖 细胞 中 有 活性 ， 所 以 初始 阶段 也 并 不 形成 
抑制 物 。 最 后 当 P 因子 被 激活 时 ， 转 座 酶 和 抑制 物 
同时 产生 ,但 是 仅 有 转 座 酶 进入 细胞 核 ， 在 细胞 核 
中 它 可 以 激发 转 座 的 发 生 。 

杂种 败 育 在 物种 形成 中 有 着 重要 作用 一 一 产生 
一 些 不 能 相互 杂交 的 新 物种 。 同 一 物种 的 两 个 品 
(如 P 了 和 MD) 经 常 产生 不 育 的 后 代 倾向 于 形成 生殖 
隔离 一 一 与 通常 的 情况 不 同 ， 它 们 的 基因 之 间 不 再 
混合 ， 最 终 由 于 它们 在 遗传 上 的 差异 导致 完全 不 能 
进行 杂交 繁育 ， 进 而 成 为 两 个 分 离 的 物种 。 
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目前 ，P 因子 通常 被 用 作 果 蝇 遗 传 实验 中 的 诱 
变 剂 。 这 种 方法 的 一 个 优点 是 突变 容易 被 定位 ， 只 
要 寻找 到 了 因子 也 就 找到 了 被 阻 断 的 基因 。 分 子 生 
物 学 家 也 将 P 因子 用 于 果 蝇 的 转化 ， 即 通过 P 因子 
将 改造 过 的 基因 转化 到 果 蝇 中 。 


小 结 ， 果 蝇 杂 种 败 育 的 P-M 系统 是 由 两 个 相 
连 的 因子 引起 的 ，@ 父 本 提供 的 转 座 因子 P; OF 
本 提供 的 M 细胞 质 ， 这 种 细胞 质 能 使 P 因子 发 生 
转 座 。P 系 雄性 和 M 系 肉 性 的 杂交 后 代 中 P 因子 
多 次 发 生 转 座 。 转 座 引 起 染色 体 的 损伤 突变 ， 
导致 杂种 后 代 的 不 育 。P 因子 作为 诱 变 剂 和 转化 
因子 在 果 蝇 的 遗传 实验 中 有 一 定 的 实用 价值 


23.3 ”免疫 球 蛋白 基因 的 重 排 


哺乳 动物 B 细胞 的 基因 重 排 产生 抗体 
(antibody) 及 免疫 球 蛋 白 (immunoglobulin) 的 过 
程 和 细胞 的 基因 重 排 产 生 细胞 受 体 《T-cell re- 
ceptor) 的 过 程 均 与 转 座 过 程 类 似 ， 甚 至 两 个 过 程 
中 的 重组 酶 也 有 相似 的 结构 。 因 为 有 这 人 么 多 相似 点 ， 
我 们 将 重 排 也 纳入 本 章 的 内 容 。 

在 第 3 章 中 曾 提 到 抗体 由 4 条 多 肽 链 组 成 ;两 
条 重 链 和 两 条 轻 链 (T 细胞 受 体 含 两 条 重 链 和 两 
条 轻 a 链 )。 图 23. 11 中 示意 了 抗体 的 结构 ， 并 标明 
了 与 人 侵 抗原 的 结合 位 点 。 这 些 位 点 我 们 称 为 可 变 
区 (variable region) ， 每 个 抗体 的 可 变 区 都 不 一 样 ， 
构成 了 抗体 的 特异 性 ， 蛋白 质 的 其 余部 分 (保守 区 ， 


a. 


slssl's 


图 23.11 抗体 的 结构 。 抗 体 由 两 条 轻 链 ( 蓝 色 ) 
通过 二 硫 键 连接 两 条 重 链 〈 红 色 ) 组 成 ， 两 条 重 链 
之 间 也 是 由 二 硫 键 连接 的 。 抗 原 结合 位 点 位 于 蛋白 
质 链 可 变 区 的 末端 氨基 酸 处 。 


constant region) 尽管 在 少数 不 同 种 类 的 抗体 间 有 所 
不 同 ， 但 在 同类 抗体 中 该 区 是 不 变 的 。 每 个 免疫 细 
胞 都 只 能 产生 一 种 特定 的 抗体 。 更 为 明显 的 是 ， 人 
类 免疫 细胞 能 产生 不 同 的 抗体 以 抵御 任何 外 来 物质 
的 人 侵 ， 意 味 着 能 产生 上 百 万 种 不 同 的 抗体 。 

那么 这 是 否 意味 着 有 上 百 万 种 不 同 的 抗体 基因 
WE? 这 种 假设 是 站 不 住 脚 的 : 它 将 造成 我 们 的 基因 
组 为 了 携带 所 有 这 些 必需 的 基因 而 负担 沉重 。 那 么 
如 何 解 决 抗体 多 样 性 的 问题 呢 ? 不 像 看 上 去 的 那样 ， 
成 熟 的 BB 细胞 作为 专门 产生 抗体 的 细胞 ， 通 过 基因 
组 重 排 将 分 散 的 抗体 基因 连接 起 来 。 将 异 源 区 段 随 
机 选择 的 基因 连接 起 来 的 方法 就 像 是 从 午 宴 菜 单 上 
点 菜 一 样 〈 从 A 栏 选择 一 项 ， 再 从 B 栏 选择 一 项 ) 。 
重 排 大 大 增加 了 基因 的 可 变性 。 例 如 ， 如 果 A 栏 有 
41 个 选项 ，B 栏 有 5 个 选项 ，A 十 B 栏 的 组 合 总 数 
为 41X5， 即 205。 因 此 , 46 个 基因 片段 可 以 组 合成 


205 个 基因 ， 这 仅仅 是 对 一 条 抗体 多 肽 链 而 言 。 
果 其 他 链 也 用 同样 的 方法 ， 抗 体 的 总 数 将 是 两 种 多 
肽 链 数 的 乘积 。 以 上 说 法 尽管 在 理论 上 是 成 立 的 ， 
但 还 是 将 抗体 基因 的 实际 情况 大 大 简化 了 ， 正 如 我 
们 即将 看 到 的 ， 关 于 抗体 多 样 性 ， 有 更 复杂 的 机 制 
可 大 大 增加 抗体 产物 的 数量 。 

对 哺乳 动物 抗体 的 研究 表明 抗体 轻 链 的 两 个 家 
族 分 别称 为 Kappa (x) 和 lambda (X)。 图 23.12 显 
示 了 人 类 部 分 < 轻 链 的 基因 重 排 。“ 沫 单 栏 ” 的 “人 A 
栏 ”包含 41 个 可 变 区 部 分 (V); “菜单 栏 ” 的“B 
栏 ”包含 5 个 连接 区 部 分 (J)。] 片段 实际 上 编码 可 
变 区 的 最 后 12 个 氨基 酸 ， 但 是 它们 距离 V 区 段 的 
其 余部 分 较 远 ， 而 离 一 个 保守 区 较 近 ， 在 抗体 形成 
细胞 进行 分 化 之 前 ， 以 及 将 不 相连 的 区 域 连 在 一 起 
的 重 排行 为 发 生 之 前 ， 生 殖 细胞 中 的 ] 片段 一 直 维 
持 着 上 述 状态 。 图 23. 12 描绘 了 重 排 和 表达 事件 。 


(a) 轻 链 编码 区 
cE E Sea IDD 
5J C 
41V 
(b) 重 排 
Jida Js 
种 系 DNA 
vy V2 Vs Va 
B 细 胞 DNA J 
V2 Vs Jodadads C | 
JaJaJsJ5 "x 
RNA 转录 本 


KAM 


V C 


图 23. 12 一 个 抗体 轻 链 基因 的 重 排 。 (a) 人 类 “抗体 轻 链 编码 41 个 不 同 的 基因 片段 (V: 浅 绿色 )、5 个 
连接 片段 U: 红色) 和 一 个 保守 片段 (C: EE). (b 在 抗体 形成 细胞 的 成 熟 过 程 中 ， 一 段 DNA 缺失 ， 
将 V 片 段 (此 例 中 的 V:) 与 了 片段 〈 此 例 中 的 上) 相连 接 。 这 个 基因 可 以 转录 为 这 里 显示 的 包括 了 片段 和 
插入 序列 的 前 体 mRNA。 将 卫 与 C 之 间 的 片段 剪 切 后 成 为 成 熟 的 mRNA， 翻 译 成 如 底部 所 示 的 抗体 蛋白 。 


mRNA 中 的 J 片段 翻 译 成 抗体 可 变 区 的 一 部 分 。 


首先 , 一 段 V 区 和 一 段 ] 区 发 生 重组 。 在 此 情 
形 下 ,虽然 看 起 来 V! 和 小 连接 更 容易 ， 但 还 是 Vs 
和 下 相连 接 ， 选 择 是 随机 的 。 基 因 的 两 个 部 分 组 装 
后 ， 从 Vs 的 起 点 开始 转录 到 C 的 末端 。 其 次 ， 通 
过 剪接 将 了 区 和 C 转 录 物 连接 ， 移 除 ] 区 的 额外 部 
分 和 位 于 了 区 和 C 之 间 的 间隔 序列 。 重 排 发 生 在 


DNA 水 平 ， 而 发 生 在 RNA 水 平 上 的 剪 切 机 制 已 在 
第 14 章 介绍 过 。 组 装 好 的 mRNA 转移 到 细胞 质 中 ， 
翻译 成 抗体 的 轻 链 ， 轻 链 上 有 可 变 区 (由 V 和 J] 共 
同 编码 ) 和 保守 区 (由 C 编码 )。 

为 什么 转录 从 Vs 区 段 起 点 开始 而 不 是 在 更 上 
游 的 地 方 呢 ? 答案 似乎 是 位 于 J、C 区 之 间 的 内 含 子 


+ 687 + 


中 的 一 个 增强 子 激活 了 与 其 最 邻近 的 一 个 启动 子 ， 
此 例 中 为 V 启动 子 。 这 也 便于 激活 重 排 之 后 的 基 
因 ， 只 要 增强 子 与 启动 子 的 距离 近 到 足以 开启 启动 
子 即 可 。 

重 链 上 基因 的 重 排 更 加 复杂 ， 因 为 在 V 区 和 J 
区 之 间 还 有 一 套 额外 的 基因 。 这 些 基因 片段 被 称 为 
DE, MEHE (diversity), ERMIR “RAE” 


重 链 编码 区 


上 表示 为 第 三 栏 。 图 23. 13 显示 了 重 链 48 个 V 区 、 
23 个 DD 区 和 6 个 J 区 的 组 装 。 以 此 为 基础 ， 一 个 细 
胞 可 以 组 成 48X23X6， 即 6624 个 不 同 的 种 类 基 
因 。 进 而 6624 个 不 同 的 重 链 与 205 个 “ 轻 链 及 170 
个 入 轻 链 相 结合 ， 可 以 形成 2. 5X 10° 种 抗体 或 可 变 
区 的 结合 体 。 

抗体 多 样 性 的 形成 还 有 其 他 的 来 源 。 首先 ， 


i it MA 


48V 


6J G 
23D 


图 23. 13 抗体 重 链 编码 区 的 结构 。 人 类 重 链 编码 48 个 可 变 区 (V: 浅 绿色 ) 、23 个 多 样 区 (D， 紫色 )、 


6 个 连接 区 J: 红色 ) 和 1 个 保守 区 〈C: 蓝 色 )。 


V (D J 连接 [V (D) J joining} 的 各 区 段 连接 机 
制 并 不 十 分 精确 ， 可 导致 在 连接 位 点 的 两 侧 增加 或 
减少 若干 碱 基 ， 从 而 产生 抗体 氨基 酸 序列 的 差异 。 

抗体 多 样 性 的 另 一 个 来 源 是 体 细胞 超 突 变 或 体 
细胞 《〈 非 性 细胞 ) 的 快速 突变 。 在 此 情形 下 ， 抗 体 
基因 产生 突变 的 同时 形成 抗体 的 B 细胞 也 进行 繁殖 
以 应 对 入 侵 者 的 挑战 。 

遗传 学 和 生物 化 学 分 析 表明 体 细胞 超 突变 的 发 
生 分 两 步 进行 。 第 一 步 ，DNA 复制 时 ，B 细胞 活 
化 、 诱 导 产 生 的 胞 苷 脱 氨 酶 使 胞 喀 啶 脱 氨基 生成 尿 
喀 啶 。 第 二 步 ， 尿 喀 啶 进入 错 配 修复 过 程 引起 突变 
或 者 经 由 尿 喀 啶 -N- 糖 苷 酶 转移 尿 喀 啶 ， 留 下 无 碱 基 
位 点 。 无 碱 基 位 点 通过 DNA 聚合 酶 5、1、6 (可 能 
还 有 ') 参与 的 跨越 损伤 支 路 进行 修复 〈 第 20 HE). 
这 些 聚 合 酶 易于 产生 倾向 错误 的 修复 ， 尤 其 是 在 无 
碱 基 位 点 ， 因 此 能 产生 很 多 突变 。 

总 之 ， 基 因 片 段 的 不 精确 连接 和 体 细胞 超 突变 
极 大 地 扩大 了 抗体 的 数量 。 实 际 上 ， 生 物体 一 生 的 
抗体 总 数 估计 高 达 1000 亿 。 这 应 该 足以 对 付 各 种 进 
攻 者 。 

小 结 “将 椎 动物 的 免疫 系统 能 产生 10 亿 种 
不 同 的 抗体 与 外 来 物质 发 生 作 用 。 这 些 免疫 系统 
通过 3 个 基本 机 制 产 生 了 巨大 的 多 样 性 : 024 
或 3 个 组 成 部 分 被 用 来 组 装 抗体 基因 的 轻 链 和 重 
链 ， 每 个 部 分 都 分 别 大 自身 的 异 质 源 库 中 选择 ; 
外 通过 减少 甚至 增加 额外 碱 基 对 的 非 精 确 连 接 机 
制 来 重组 基因 的 各 个 部 分 从 而 改变 基因 ; 图 可 能 
在 免疫 细胞 的 增殖 过 程 中 引起 体 细胞 的 高 频 突 
变 ， 产生 差异 轻微 的 基因 。 


重组 信号 


重组 体系 是 怎样 决定 在 什么 位 置 对 免疫 球 蛋 白 
基因 的 不 同 部 分 进行 剪接 的 呢 ? 测 定 了 许多 鼠 免 疫 
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球 蛋 白 基因 (编码 <、 和 轻 链 和 重 链 ) 的 序列 后 发 现 
了 一 种 共有 的 模式 (图 23. 14a): 相 邻 的 两 个 编码 
区 之 间 有 一 个 保守 的 七 聚 体 回 文 序列 5-CA- 
CAGTG3'。 这 个 七 聚 体 还 伴随 着 一 个 5 
ACAAAAACC-3' 的 九 聚 体 保 守 序列 。 由 一 个 12 个 
碱 基 对 〈12 信号 ，12 signal) 或 23 (+1) 碱 基 对 
(23 信号 ，23 signal) 的 非 保守 区 将 七 聚 体 和 九 聚 体 
分 隔 开 。 这 些 重 组 信号 序列 (recombination signal 
sequence, RSS, 图 23. 14b) 的 重 排 常常 是 将 一 个 
12 信号 连接 到 一 个 23 信号 上 。 这 种 12/23 法 则 
(12/23 rule) 保证 了 12 信号 和 23 信号 自身 不 会 连 
接 在 一 起 ， 以 确保 只 有 一 个 编码 区 可 以 被 整合 到 成 
PRR EP. 

除了 RSS 保守 序列 的 存在 外 ， 还 有 没有 其 他 的 
证 据 表明 它 的 重要 性 呢 7 Martin Gellert 等 采用 碱 基 
替代 法 系统 地 造成 七 聚 体 和 九 育 体 发 生 突变 ， 增 加 
或 减少 间隔 区 的 碱 基 ， 然 后 观察 这 些 改变 对 重组 的 
影响 。 用 以 下 方法 测定 重组 的 有 效 性 ， 构建 一 个 如 
图 23. 15 所 示 的 重组 质粒 。 第 一 个 元 件 是 lac 启动 
子 ， 后 面 依次 接 一 个 12 信号、 原核 生物 转录 终止 子 
(Transcription terminator) 、 一 个 23 信号 ， 最 后 连 
接 一 个 cat MERA. til SALMA RSS 的 突变 体 
库 ， 然 后 将 改造 后 的 质粒 引入 pre-B 细胞 系 。 最 后 ， 
将 从 preB 细 胞 中 分 离 纯化 的 质粒 导 和 人 毛管 素 敏感 
性 E.coli Mi, ORME. MIB AE 
重组 ， 转 录 终 止 子 将 阻碍 cat 基因 的 表达 ， 几 乎 没 
有 和 氧 霉 素 的 抗 性 。 若 重组 发 生 在 12 信号 与 23 信号 
之 间 ， 终 止 子 将 会 因 被 倒 位 或 缺失 而 失 活 ， 在 此 情 
OE, lac 启动 子 将 启动 cat 基因 的 表达 ， 形 成 许多 
抗 氧 霉 素 的 克隆 。 该 实验 表明 七 聚 体 或 九 聚 体 的 大 
量 碱 基 突 变 将 使 重组 的 有 效 性 降低 到 本 底 水 平 。 在 
间隔 区 插入 或 缺失 碱 基 的 结果 与 之 相同 。 所 以 ， 
RSS 的 每 个 元 件 对 V (D) 丁 的 重组 都 很 重要 。 


图 23.14 V(D)J 连接 信号 。 

(a) 免疫 球 蛋 白 的 x、X 轻 链 基因 和 重 
链 基因 的 编码 区 周围 的 信号 重 排 。 标 
记 “7” 和 “9” 的 框 分 别 是 保守 的 七 
聚 体 和 九 聚 体 。 方 框 上 面 给 出 了 它们 
各 自 的 保守 序列 。12 和 23 个 碱 基 对 
间隔 区 已 被 标记 。 注 意 12 信号 和 23 
信号 两 两 相连 发 生 重 排 后 自然 组 装 成 
一 个 完整 的 基因 。(b) 免疫 球 蛋 白 重 
链 基因 的 12 和 23 信号 重 排 示意 图 。 
黄色 符号 代表 12 信号 ， 橙 色 三 角形 
代表 23 信号 。 再 次 注意 12/23 法 则 


而 ae 是 如 何 确保 在 重 排 的 基因 中 只 包 有 每 
Sg 个 编码 区 (V、D、 D 中 的 一 个 。 
Do eae 


Prac 
转录 终止 子 


(Source; (a) Adapted from Tonegawa , 
c S. Somatic generation of antibody di- 
versity, Nature 302; 577, 1983, ) 


cat 


eT tess CTGCAG 一 ED 一 一 GGATCC ,CTCGGG 一 -一 CD 


Í H12 S12 Ni2 \ H23 


CACAGTG 


CACAGTG CTACAGACTGGA ACAAAAACC 


S23 N23 
GTAGTACTCCACTGTCTGGCTGT ACAAAAACC 


图 23. 15 测定 RSS 突变 体 对 重组 有 效 性 影响 的 报告 基因 载体 的 结构 。Gellert 等 构建 的 重组 报告 质粒 包含 
一 个 lac 启动 子 和 cat 基因 ， 两 者 之 间 插 入 一 个 两 侧 有 一 个 12 信号 和 一 个 23 信号 的 转录 终止 子 。 两 个 RSS 
之 间 发 生 重组 后 将 会 引起 终止 子 倒 位 或 缺失 ， 由 此 启动 cat 基因 的 表达 。 一 方面 ， 重 组 质粒 转化 细菌 细胞 后 
产生 大 量 的 CAT 产物 克隆 ， 这 些 克 降 表现 出 抗 毛 釜 素 特性 ， 另 一 方面 ， 若 是 非 重组 质粒 转化 的 细菌 将 不 产 
EDA RATSEKE. (Source: Adapted from Hesse, J. , M.R. Lieber, K. Mizuuchi and M. Gellert, V (D) 
J recombination; a functional definition of the joining signals. Genes and Development 3: 1053-61, 1989, ) 


小 结 “V(D)J 重组 体 的 重组 信和 号 序列 
(RSS) 由 12bp 或 23bp 隔 开 的 一 个 七 聚 体 和 一 个 
九 聚 体 组 成 。 重 组 只 能 发 生 在 12 信号 和 23 信号 之 
间 以 确保 重组 基因 中 仅 整合 每 个 编码 区 中 的 一 个 。 


重组 酶 

David Baltimore 及 同事 研究 编码 V (D) J 重组 
酶 的 基因 时 所 用 质粒 类 似 于 以 上 已 介绍 的 重组 报告 
质粒 ,但 通过 让 其 获得 替 酚 酸 药物 抗 性 且 使 其 在 丰 
核 细 胞 中 便于 操作 。 将 这 种 质粒 连同 鼠 基 因 组 DNA 
片段 转 入 NIH 3T3 细胞 ， 这 种 细胞 缺失 V (D) J 
重组 活性 ， 通 过 分 析 3T3 细胞 的 药物 抗 性 来 检测 重 
组 。 这 样 就 可 以 鉴定 出 在 体内 激发 V (D) ] 连接 活 
性 的 重组 活性 基因 (RAG1)。 

但 是 ， 用 包含 几乎 全 部 RAGI 的 基因 组 克隆 的 
重组 激发 水 平 为 中 等 ， 和 全 基因 组 DNA 的 重组 激 
发 水 平 几乎 一 致 。 而 且 ， 用 包含 全 部 RAGI 序列 的 
cDNA 克隆 效果 也 不 好 ， 所 以 可 能 漏 掉 了 一 些 元 件 。 


Baltimore 研究 小 组 对 包含 几乎 全 部 RAGI 基因 的 基 
因 组 片段 测序 ， 发 现 了 一 个 与 之 紧密 相连 的 基因 。 为 
了 回答 这 个 基因 是 否 与 V (D) ] 连接 有 关 ， 他 们 在 
相同 的 转 染 实验 检测 中 加 入 RAGI cDNA 的 基因 组 
片段 。 当 两 个 DNA 同时 导入 一 个 细胞 时 ， 得 到 了 药 
物 抗 性 的 细胞 。 由 此 ， 他 们 发 现 了 两 个 与 V CD) J 
重组 相关 的 基因 ， 并 把 第 二 个 命名 为 RAG2 。 

RAGI 和 RAG-2 仅 在 preB 和 pre-T 细胞 中 表 
达 ， 这 两 种 细胞 分 别 是 V (D) J 连接 成 免疫 球 蛋 白 
和 生成 下 细胞 受 体 基因 的 场所 。T 细胞 受 体 与 免疫 
球 蛋 白 结构 相似 ， 是 与 腊 结 合 的 抗原 结合 蛋白 。 编 
码 T 细 胞 受 体 的 基因 和 免疫 球 蛋 白 的 基因 遵照 相同 
的 重 排 法 则 ， 即 由 包含 12 信号 和 23 信号 的 RSS 完 
E. Kit, RAGI 和 RAG-2 显然 与 免疫 球 蛋 白 和 T 
细胞 受 体 的 VD) J 连接 有 关 。 


V(D)J 重组 机 制 


V D J 的 非 准 确 连 接 导 致 了 连接 过 程 中 产物 

的 多 样 性 。 在 连接 处 常常 发 生 碱 基 的 缺失 和 额外 碱 

基 的 增加 ， 这 一 点 对 免疫 球 蛋 白 和 T 细胞 受 体 的 形 
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成 是 有 利 的 ， 因 为 这 样 可 以 用 有 限 的 基因 组 合 获得 
类 型 更 多 的 蛋白 质 。 

如 何 解释 这 种 连接 的 非 准确 性 呢 ? 图 23. 16 显 
示 了 在 两 个 编码 片段 间 的 RSS 两 侧 的 插入 片段 被 切 
PRAY Li. RAGI 和 RAG-2 的 基因 产物 分 别 是 
RAG-1 和 RAG-2， 在 DNA 连接 处 先 切 出 一 个 切口 。 


编码 区 编码 区 


然后 新 的 3 - 产 基 进攻 互补 链 上 的 磷酸 二 酯 键 ， 释 放 
出 插入 片段 并 在 编码 片段 末端 形成 发 夹 结构 。 这 些 
发 夹 结构 是 非 精 确 连接 的 关键 ， 可 以 开启 发 夹 结构 
任意 一 边 的 顶端 而 增 、 减 碱 基 ， 使 DNA 形成 连接 
平 末端 。Rag-1 和 Rag-2 蛋白 把 两 个 发 天 结合 成 为 
一 个 复合 体 ， 相 互 间 进行 共 价 连接 。 


图 23.16 RSS 的 剪 切 机 制 。 在 连接 编码 区 〈 红 色 ) 和 插入 片段 (黄色) 的 RSS 的 两 条 链 的 对 应 位 置 产 


生 切 口 〈 垂 直 稍 头 )。 新 的 3 -羟基 〈 蓝 色 ) 攻击 并 
段 丢失。 最 后 发 夹 结构 被 打开 ， 两 个 编码 区 用 非 


打 断 互补 链 形 成 发 夹 结构 并 释放 出 插入 片段 ， 插 入 片 
精确 机 制 连接 起 来 。 (Source; Adapted from Craig, 


N.L., V (D) J recombination and transposition; closer than expected. Science 271; 1512, 1996.) 


(b) (c) (d) 


图 23.17 前 切 产 物 的 鉴定 。 (a) Dy 
切 底 物 。Gellert 及 同事 构建 了 这 个 50 
聚 体 的 标记 物 ， 包 括 左 侧 一 段 16bp 
DNA、 一 个 12 信号 黄色) 和 右 侧 

及 包含 12 信号 的 34bp 片段 。 单 链 
3 记 用 红 点 表示 。 研 究 者 还 构建 
了 一 个 类 似 的 含有 一 个 23 信号 的 长 
为 61 HER AE. Cb) 鉴定 发 夹 结 
构 广 物 。 如 上 部 方 格 所 示 ， 将 RAG-1 


信号 [12[23[ - [Rac] 


蛋白 和 RAG-2 蛋白 与 标记 12 信号 或 


1 
| 


RAG-1+2|-[+|-[+l-T+ [RAG 


ZERA 23 (AREMT. A AE 


Dy 
of 


+= 


-N =. 


pege 变性 凝 胶 电泳 并 以 放射 自 显影 检测 标 


记 产 物 。 右 侧 标 出 了 61 聚 体 、50 聚 
体 底 物 ， 发 夹 结构 CHP) 和 16 聚 体 
的 显影 位 置 。(c) 非 变性 凝 胶 上 的 产 
HRN. Gellert 研究 小 组 从 非 变性 凝 
胶 板 上 回收 标记 产物 〈 显 然 没 有 切割 
的 50 聚 体 和 16 聚 体 片段 )。 回 收 产 
物 分 别 点 在 变性 凝 胶 泳 道 1 和 泳 道 2 
一 HP 电泳 , 另 一 个 沪 道 点 与 非 剪 切 底 物 ， 
16bp 发 夹 结构 “HP)〉 和 从 变性 的 底 
物 缺 口 释放 出 的 单 链 16 聚 体 对 应 的 
标记 (Marker)。 (d) 对 RAG-1 和 
RAG-2 的 需求 。 这 个 实验 与 b 相似 ， 
唯一 的 区 别 是 只 有 RAGI 蛋白 和 
RAG-2 蛋白 这 两 个 变量 (如 上 部 方 格 
SN 所 示 )。“N” 表 示 从 切割 底 物 中 释放 


M123456 M12 M1234 出 的 16 聚 体 的 位 置 。 (Source: Mc- 
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Blane, J.F., D. C. Van Gent, D. 
A. Ramsden, C. Romeo, C. A. 
Cuomo, M. Gellert and M. A. Oet- 
tinger, Cleavage at a V (D) J recom- 
bination signal requires only RAGI 
and RAG2 proteins and occurs in two 
steps. Cell 83 (3 Nov 1995) f. 4 aes 
p. 390. Reprinted by permission of 
Elsevier Science. ) 


如 何 知道 形成 了 发 夹 结构 呢 ? 首先 在 活体 内 发 
现 了 浓度 极 低 的 发 夹 结构 。 随 后 ，Gellert 小 组 发 展 
出 一 种 便于 观察 的 体外 系统 。 图 23. 17a 为 该 研究 小 
组 制备 的 一 个 标记 底 物 ， 长 50 MAER, PHRES 
端 ， 包 含 一 个 12 信号 (黄色 标记 )， 左 侧 有 一 段 16 
碱 基 对 的 片段 ， 右 侧 末 端 有 一 段 包含 12 信号 的 34 
碱 基 对 的 片段 。 制 备 的 另 一 个 相似 的 底 物 包含 同样 
的 侧翼 序列 ， 但 含有 23 信号 而 不 是 12 信号 ， 所 以 
它 的 长 度 为 61 碱 基 对 。 

研究 小 组 将 这 些 底 物 分 别 与 RAG-1 和 RAG-2 及 
与 人 类 同 源 的 鼠 的 RAG-1 和 RAG-2 一 起 温 育 ， 然 后 
在 非 变性 条 件 下 电泳 检测 产物 是 否 发 生 了 DNA YJ 
(图 23. 17b) 。 结 果 发 现 一 个 16 聚 体 的 片段 ， 表 明 双 
链 发 生 了 前 切 。 但 是 非 变性 凝 胶 电泳 无 法 区 分 一 段 
16 聚 体 的 双 链 和 一 个 带 有 发 夹 末端 的 16 聚 体 片段 ， 
所 以 研究 者 在 较 高 温度 下 在 含有 尿素 的 变性 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 中 电泳 检测 产物 (图 23. 17c)。 在 这 样 的 条 件 
下 ，16 聚 体 的 双 链 DNA 将 成 为 两 条 16 聚 体 的 单 链 
DNA,， 若 是 带 有 发 夹 结构 末端 的 16 聚 体 片段 则 会 成 
为 一 条 32 聚 体 的 单 链 DNA。 在 RAG-1 蛋白 和 
RAG-2 蛋白 都 存在 的 情况 下 不 论 DNA 含有 的 是 12 
信号 还 是 23 信号 ， 研 究 小 组 观察 到 的 都 是 后 者 。 若 
DNA 中 没有 12 信号 或 23 信号 则 没有 产物 和 发 夹 结 
构 ， 或 者 反应 体系 中 缺少 RAG-1 蛋白 或 RAG-2 蛋 
白 也 没有 产物 〈 图 23. 17d) 。 因 此 ，RAG-1 和 RAG- 
2 对 12 信号 和 23 信号 均 能 识别 ， 在 紫 连 信号 处 前 
切 DNA， 在 编码 片段 末端 形成 发 夹 结构 

然而 ， 在 非 变性 凝 胺 上 的 16 聚 体 产物 ， 在 变性 
凝 胶 上 仅 是 发 夹 结构 产物 ， 说 明 没有 16 聚 体 的 双 链 
形式 。 但 在 非 变 性 凝 胶 上 和 底 物 一 起 移动 的 标记 的 
DNA 在 变性 凝 胺 上 会 产生 双 链 16 聚 体 ， 这 不 可 能 
由 双 链 断裂 而 来 ， 否 则 不 会 在 非 变性 凝 胶 上 与 底 物 
一 起 保留 下 来 。 因 此 ， 它 一 定 是 来 源 于 标记 链 上 的 
切口 。 由 切口 产生 的 16 聚 体 在 非 变性 凝 胶 电 泳 过 程 
中 保留 与 其 互补 链 碱 基 配对 ， 但 在 变性 凝 胶 电 泳 中 
将 和 16 聚 体 一 样 独立 泳 动 。 因 此 ， 单 链 切口 显然 也 
是 RAG-1 蛋白 和 RAG-2 蛋白 作用 的 一 部 分 。 

为 了 深入 研究 切口 和 发 夹 结构 形成 之 间 的 关系 ， 
Gellert 等 进行 了 时 序 动态 的 研究 , 设置 底 物 与 
RAG-1 蛋白 和 RAG? 蛋白 的 不 同 温 育 时 间 ， 然 后 
变性 凝 胶 电 泳 检测 产物 。 他 们 发 现 首先 出 现 切口 型 ， 
接着 是 发 夹 型 。 这 表明 切口 型 是 发 夹 型 的 一 个 前 体 。 
为 了 验证 这 种 假设 ， 他 们 构建 了 一 个 切口 中 间 体 并 
与 RAG-1 和 RAG-2 一 起 温 育 。 有 足够 的 证 据 表 明 ， 
RAG-1 和 RAG-2 将 切口 DNA 转化 成 发 天 结构 。 
Gellert 研究 小 组 随后 的 工作 表明 事件 发 生 的 顺序 可 
能 是 这 样 的 ， RAG-1 和 RAG-2 在 一 条 DNA atit 


12 信号 或 23 信号 的 地 方 切 出 一 个 切口 ; 然后 新 形 
成 的 羟基 末端 在 酯 基 转 移 反应 中 攻击 另 一 条 链 ， 形 
成 如 图 23. 16 所 示 的 发 夹 结构 。 

是 什么 酶 打开 了 由 RAG-1 和 RAG-2 产生 的 发 来 
结构 的 呢 ? Michael 等 2002 年 证 实 是 一 种 称 为 Arte- 
mis 的 酶 在 起 作用 。Artemis 自身 有 核酸 外 切 酶 活性 。 
但 是 与 DNA-PKes 结 合 后 ，Artemis 将 获得 内 切 核酸 
酶 活性 从 而 切 开发 夹 结构 。 在 第 20 章 中 我 们 讨论 修 
复 双 链 DNA 断裂 过 程 中 非 同 源 DNA 末端 连接 
(NHEJ) 时 就 介绍 过 DNA-PKcs 。 事 实 上 ， 打 开 的 发 
夹 结构 的 连接 与 NHEJ 很 相似 ， 均 依靠 NHEJ 机 制 。 

与 免疫 球 蛋 白 基因 重 排 类 似 ，T 细胞 受 体重 排 过 
程 中 产生 的 发 夹 结构 也 要 用 Artemis 切 开 。 没 有 抗 
体 ，B 细 胞 就 没有 作用 ， 同 样 的 ， 没 有 T 细胞 受 体 ， 
工 细胞 也 是 无 用 的 。 因 此 ， 缺 失 Artemis 的 功能 就 意 
味 着 同时 丧失 了 B 细 胞 和 细胞 的 功能 , 事实 上 ， 
Artemis 基因 缺陷 的 人 具有 严重 的 联合 免疫 缺陷 
《SCID,“ 气 泡 男 孩 ” 综 合 征 )， 并 且 对 任何 病原 物 都 
不 会 产生 免疫 反应 。 他 们 必须 与 世 隔绝 才能 存活 下 来 。 

ahii RAGA 和 RAG-2 在 邻近 12 信和 号 或 23 
信号 的 DNA 单 链 上 切 开 一 个 切口 ， 导 致 转 酷 反 
应 发 生 ， 产 生 的 3“ 卷 基 玫 击 互 补 链 并 使 其 断 错 ， 
在 编码 片段 的 末端 形成 一 个 发 夹 结构 。 然 后 发 夹 
结构 以 非 精确 方式 断裂 ， 通 过 碱 基 的 增 、 减 连接 
编码 区 。 


23.4 RRRREF 


McClintock 发 现 的 玉米 转 座 子 类 似 于 本 章 前 面 
介绍 的 细菌 转 座 子 ， 是 剪贴 式 或 复制 帖 贴 式 转 座 子 
中 的 一 种 。 如 果 DNA 复制 也 包括 在 内 ， 那 么 它 是 
直接 复制 的 。 人 类 也 带 有 这 类 转 座 子 ， 它 占 人 类 基 
因 组 的 1. 6% 。 最 常见 的 是 mariner， 但 是 至 今 研究 
过 的 所 有 mariner 因子 在 转 座 过 程 中 都 是 有 缺陷 的 。 
真 核 生物 还 携带 有 另外 一 种 转 座 子 一 一 反 转 录 转 座 
子 (retrotransposon)， 它 通过 RNA 中 间 体 进行 复 
制 。 因 此 ， 反 转录 转 座 子 类 似 于 反 转 录 病 毒 ， 有 些 
反 转 录 病毒 引发 脊椎 动物 产生 肿瘤 ， 有 些 反 转 录 病 
毒 (人 类 免疫 缺乏 病毒 或 HIV) 引发 AIDS。 在 介 
绍 反 转 录 转 座 子 的 复制 机 制 之 前 ， 我 们 先 了 解 一 下 
反 转 录 病 毒 的 复制 。 


反 转 录 病 毒 
反 转 录 病 毒 最 显著 的 特点 是 能 以 其 RNA 基因 
组 复制 DNA， 并 由 此 而 得 名 。 从 RNA 到 DNA 的 


反应 是 转录 过 程 的 一 个 逆反 应 ， 通 常 称 为 反 转录 
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(reverse transcription), Howard Temin 和 David 便 ， 此 处 只 显示 了 一 个 拷贝 ) 。 当 病毒 进入 细胞 时 通 
Baltimore 同时 在 1970 年 向 持 有 疑问 的 科学 界 证 明 “过 反 转 录 酶 的 作用 将 末端 带 有 长 末端 重复 序列 
确实 可 以 发 生 这 种 逆反 应 。 他 们 通过 在 病毒 颗粒 中 〈long terminal repeat, LTR) 的 病毒 RNA 反 转 录 成 
找到 了 能 催化 反 转 录 反 应 的 酶 证 明了 这 一 点 。 因 此 ， 双 链 DNA。 这 段 DNA 与 寄主 基因 组 融合 ， 形 成 病 
这 种 酶 就 被 命名 为 反 转 录 酶 〈reverse transcriptase), 。 毒 基因 组 的 整合 形式 ， 称 为 原 病毒 〈provirus)。 寄 
更 准确 的 名 称 应 为 依赖 RNA 的 DNA 聚合 酶 E RNA 聚合 酶 了 I 转录 原 病毒 产生 病毒 mRNA 进而 
(RNA-dependent DNA polymerase) 。 翻译 成 病毒 蛋白 。 在 完整 的 复制 周期 中 ， 聚 合 酶 1 
图 23. 18 阐述 了 反 转 录 病 毒 的 复制 周期 。 开 始 。 也 产生 原 病毒 的 RNA 拷贝 形成 新 的 病毒 基因 组 。 
是 一 个 病毒 感染 细胞 。 病 毒 含有 RNA 基因 组 的 两 ”基因 组 RNA 包装 成 病毒 颗粒 〈 图 23.19) 后 出 芽 脱 
个 拷贝 ， 在 其 5 端 通过 碱 基 互 补 配对 连接 (为 了 简 。 离 被 感染 的 细胞 ， 再 去 感染 其 他 细胞 。 
图 23. 18 反 转 录 病毒 的 复制 周期 。 反 转 
录 病 毒 的 基因 组 是 RNA， 在 末端 携带 有 


RNA: 一 一 一 一 一 一 段 长 的 末端 重复 序列 (LTR; 绿色 )。 
‘as d 反 转 录 酶 催化 RNA 复制 出 线 状 双 链 
atk 本 一- 昌 DNA 拷贝 ， 双 链 DNA 将 整合 到 寄主 
e—a DNA (黑色 ) 上 ， 成 为 原 病 毒 形式 。 寄 
PEA 主 的 RNA RAR 1 HEINE TE IR 
ane: 组 RNA, 病毒 RNA 包装 成 病毒 颗粒 
SS eee ae packaging into virus)， 从 细胞 中 出 芽 脱 
离 (budding)， 然 后 感染 另 一 个 细胞 ， 

RNA: —————s 开始 新 一 轮 周期。 


核心 (9ag) 重 伯 


图 23. 19 一 种 反 转录 病毒 一 一 人 类 免疫 缺陷 病毒 (HIV) 模型 。 病 毒 中 央 是 RNA 基因 组 (紫色 )。 
外 面包 被 一 层 由 gag 基因 产物 一 一 核心 蛋白 质 Core protein) (RE) 组 成 的 外 壳 。 病 毒 中 心 外 包 囊 
着 细胞 质 膜 产生 的 包 被 viral envolope) (橙色 )。 包 被 上 结合 有 病毒 env 基因 的 产物 一 一 包 被 蛋白 
(envolope protein) (绿色 )。 在 RNA 肿瘤 病毒 中 也 发 现 了 同 源 基因 ，RNA 肿瘤 病 毒 颗粒 也 可 以 用 相 
同 的 模型 表示 。(Sowurce: Courtesy Coulter Corporation. ) 
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反 转 录 酶 的 证 据 ”对 于 反 转 录 现象 的 质疑 起 源 
于 从 来 没有 被 人 观察 到 的 这 种 反应 ， 这 也 违背 了 
Watson 和 Crick 提出 的 分 子 生物 学 的 “中 心 法 则 ”， 
中 心 法 则 提出 遗传 信息 是 从 DNA 流 到 RNA 再 到 蛋 
白质 的 ， 不 能 逆向 流动 。 后 来 Crick 说 明 DNA 一 
RNA 的 箭头 应 该 是 双向 的 ， 但 在 当时 显然 并 不 能 被 
学 术 界 理解 和 接受 。Baltimore 和 Temin 掌握 了 什么 
证 据 足以 消除 这 些 疑虑 呢 ? 

图 23. 20 显示 了 Baltimore 的 实验 结果 。 将 纯化 


图 23. 20 RNase 对 反 转 录 酶 活 的 影响 。Baltimore 将 
RMLV 颗粒 在 不 同 条 件 下 与 4 种 dNTP (包括 LH] 
dTTP) 一 起 温 育 ， 然 后 用 酸 沉淀 出 产物 ， 用 液 办 计 
数 器 测量 产物 的 放射 活性 。 红 色 : 无 处 理 ， 紫色: 与 
水 进行 20min Wik Ws 蓝 色 : 反应 体系 中 加 入 
RNase; 绿色 : 与 RNase 预 温 育 。 (Source; Adapted 
from Baltimore, D. , Viral RNA-dependent DNA poly- 
merase, Nature 226; 1210, 1970. ) 


Baltimore 检测 反应 产物 的 结果 表明 产物 对 
RNase 和 碱 基 水 解 酶 不 敏感 但 对 DNase 敏感 。 另 
外 ， 病 毒 体 只 能 渗入 dNTP， 而 不 能 渗入 包括 ATP 
在 内 的 核糖 核酸 。 因此， 产物 的 行为 与 DNA 的 相 
似 ， 酶 的 行为 类 似 于 依赖 RNA 的 DNA RAR, BI 
反 转 录 酶 。Baltimore 和 Temin 用 Rous 肉瘤 病毒 颗 
粒 做 了 类 似 实验 ， 得 出 了 相似 的 结果 。 看 起 来 所 有 
的 RNA 肿瘤 病毒 都 可 能 包含 反 转录 酶 ， 并 按 如 图 
23. 18 所 示 的 原 病毒 假说 的 形式 反应 。 这 些 已 被 证 
明 是 正确 的 。 

tRNA 引物 的 证 据 ”在 分 子 生物 学 家 开始 研究 
反 转 录 酶 的 分 子 生物 学 机 制 时 ， 发 现 病毒 的 反 转 录 
酶 和 其 他 已 知 的 DNA RAM — HB RIIM. 1971 
4E, Baltimore 及 同事 用 下 述 方法 发 现 RNA 引物 接 
在 初始 形成 的 转录 物 的 5' 端 ， 用 将 病毒 颗粒 与 标记 
dNTP 一 起 温 育 〈 同 Baltimore 和 Temin 标记 法 ) 的 
方法 标记 禽 成 备 细 胞 瘤 病毒 (AMV) 的 初始 反 转 
录 物 。 然 后 用 Cs SO, 梯度 超速 离心 ， 通 过 碱 基 密 
度 的 差异 将 RNA 和 DNA 分 离 (RNA 比 DNA 密度 


的 反 转 录 病 毒 颗粒 (Raucher 鼠 白 血 病 病毒 ， 
R-MLV) 与 4 种 dNTP 一 起 温 育 ， 其 中 包括 PH] 
dTTP. 然后 通过 酸 沉淀 法 测定 结合 到 多 聚 体 
(DNA) 中 的 PH] dTTP 标记 。 他 观察 到 明显 的 
CH] dTTP 的 结合 (红色 曲线 ) 可 以 被 反应 体系 中 
加 入 的 RNase 抑制 〈 蓝 色 曲 线 )， 和 RNase 进行 预 
温 育 会 产生 更 明显 的 抑制 (绿色 曲线 )。 对 RNase 
的 敏感 性 与 RNA 是 反 转录 反应 模板 的 假设 相 一 致 。 


20} 


反应 中 加 RNase 


潜入 的 所 标记 TMP/ 每 分 钟 百 个 脉冲 数 


大 )。 

在 最 初 的 实验 中 ，Baltimore 研究 组 从 病毒 颗粒 
上 分 离 出 核酸 后 迅速 进行 超速 离心 。 结 果 如 图 
23. 21a， 标 记 DNA 的 峰值 出 现在 RNA RREK. X 
个 结果 与 初始 形成 的 DNA 与 比 其 大 很 多 的 RNA 模 
板 之 间 仍 然 通过 碱 基 互 补 配对 结合 的 假设 一 致 ， 所 
以 复合 体 表现 得 像 RNA。 如 果 这 个 假设 成 立 ， 那 么 
加 热 RNA-DNA 杂 合 链 将 使 其 变性 而 释放 出 DNA 
产物 成 为 自由 分 子 。 当 Baltimore 和 同事 做 这 项 实验 
时 ， 观 察 到 如 图 23. 21b 所 示 的 现象 ; 初始 DNA 产 
物 的 密度 与 纯 DNA 的 密度 接近 但 大 一 些 ， 像 仍然 
与 一 些 RNA 结合 在 一 起 。 

这 种 现象 可 以 解释 为 初始 形成 的 DNA 仍然 与 
RNA 引物 共 价 结合 。 为 了 验证 这 种 可 能 性 ，Balti- 
more 及 同事 用 RNase 处 理 初始 形成 的 DNA 然后 进 
行 超速 离心 。 这 次 实验 结果 显示 出 产物 的 密度 与 纯 
DNA 分 子 的 密度 完全 一 致 ( 图 23. 21c)。 因 此 ， 新 
生 反 转 录 产 物 是 由 RNA 为 引物 所 引发 的 ， 具体 是 
Afh RNA 呢 ? 
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RNA DI 


(a) 


四 


(b) 


eo 


(c) 


氛 标 记 DNA/ 每 分 钟 百 个 脉冲 数 
四 


一 一 | 一 人 
1.65 1.44 1.42 
密度 /(g/mL) 


在 研究 反 转录 病毒 颗粒 中 所 有 相关 分 子 的 过 程 
中 ,分 子 生 物 学 家 发 现 了 一 些 tRNA， 其 中 一 种 是 
寄主 tRNA™" 与 病毒 RNA 部 分 碱 基 互 补 配对 。 这 会 
是 引物 吗 ? 如果 是 ， 它 就 会 与 反 转录 酶 结合 。 为 了 
验证 事实 是 否 如 此 ，Baltimore、James Dahlberg 及 
同事 用 *P 标记 寄主 tRNAr 和 病毒 颗粒 中 的 
tRNAT?， 将 标记 的 tRNA 与 AMV 反 转 录 酶 混合 。 
混合 物 用 Sephadex G-100 WE BES ME (第 5 BE). 
tRNA™ Fy Sit A BEBE, HE #25 孔径 有 洗 脱 峰 。 然 
而 ， 当 寄主 和 病毒 体 tRNA 与 反 转录 酶 混合 后 ， 与 
酶 一 起 的 洗 脱 峰 在 #20 孔径 。 因 此 ， 反 转录 酶 结合 
在 tRNA™ 上 。 综合 以 上 数据 表明 tRNA™ 是 反 转录 
酶 的 引物 。 病 毒 并 不 编码 tRNA， 所 以 引物 必须 来 
自 于 寄主 细胞 。 

反 转 录 病 毒 的 复制 机 制 ”体外 反 转 录 的 起 始 产物 
是 一 段 短 的 DNA 片段 ， 称 为 强 终 止 DNA (strong- 
stop DNA) 。 当 我 们 考虑 到 病毒 RNA 上 与 RNA 引物 
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ted from Verma, L 
E Bromfeld, K. F. Manly and D. Bal- 
timore, Covalently linked RNA-DNA 
molecules as initial product of RNA 
tumor virus DNA polymerase, Nature 
New Biology 233; 133, 1971, ) 


结合 的 位 点 〈 引 物 结 合 位 点 ，primerbinding site, 
PBS) 时 ， 称 之 为 强 终止 的 原因 就 显而易见 了 。 距 
离 病 毒 RNA 5' 端 仅 为 150 EM 〈 依 据 反 转录 病 
毒 )， 这 就 意味 着 反 转 录 酶 在 到 达 RNA 模板 末端 并 
终止 之 前 将 合成 大 约 150 BF ARO DNA, ZRI 
了 一 个 让 我 们 感 兴趣 的 问题 : 接 下 来 会 发 生 什么 ? 

这 个 问题 与 反 转录 病毒 复制 中 的 另 一 个 悖 论 相 
关 ， 如 图 23. 22。 原 病毒 比 病毒 RNA 长 ， 但 是 病毒 
RNA 又 是 合成 原 病 毒 的 模板 。 特 别 是 病毒 RNA 的 
LTR 是 不 完整 的 。 左 侧 LTR 包含 一 个 元 余 区 (R) 
和 一 个 5 非 翻译 区 〈U5)， 右 侧 LTR 包含 一 个 R 区 
和 一 个 3' 非 翻译 区 (U3)。 在 其 模板 缺失 左 侧 U3 区 
和 右 侧 US 区 时 ， 原 病毒 是 如 何在 其 两 个 末端 具有 
完整 的 LTR? Harold Varmus 基于 反 转 录 酶 还 具有 
RNase 活性 的 特性 ， 提 出 了 一 种 解释 ， 反 转录 酶 固 
有 的 RNase 是 RNase H， 它 能 特异 地 降解 RNA- 
DNA 杂 合 链 中 的 RNA. 


LTR 


反 转 录 病 毒 RNA: TR gag 


po | ow WENA) 


LTR 


po | ow WRIS 


-po | ow ERIA 


图 23.22 反 转 录 病毒 RNA 和 原 病 毒 DNA 的 结构 。 这 是 一 个 非 缺陷 型 反 转 录 病 毒 RNA (vrial RNA), 
包含 所 有 复制 所 需 的 基因 : 外 壳 蛋 白 基 因 (gag)、 转 录 酶 基因 (pol) 和 一 个 包 被 蛋白 基因 (env), H 
外 ， 它 还 包含 两 端的 长 末端 重复 序列 《LTR)， 但 是 重复 序列 不 相等 。 左 侧 LTR 包括 一 个 及 区 、 一 个 U5 
区 和 这 里 显示 与 tRNA 引物 结合 的 引物 结合 位 点 (PBS). HW LTR 包括 一 个 U3 区 和 一 个 R 区 。 此 外 ， 
以 病毒 RNA 为 模板 合成 的 原 病毒 DNA 的 两 端 均 含有 完整 的 LTR (U3、R 和 U5)。 
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Varmus 的 假说 如 图 23. 23 所 示 。 首 先 ， 反 转录 
酶 利用 tRNA 为 引物 合成 强 终止 DNA (图 23. 23a), 
这 一 步 似乎 要 到 链 的 终点 ， 但 是 接 下 来 RNase H 识 
别 强 终止 DNA 和 RNA 模板 的 杂 合 链 中 的 RNA 链 ， 
并 降解 RNA 中 的 人 区 和 US 区 (H 23. 23b) 。 降 解 
的 RNA 保留 一 条 DNA 尾巴 蓝 色 ) 通过 R 区 与 该 
RNA 模板 的 另 一 末端 或 其 他 RNA 杂交 (图 


23. 23c)。 这 种 与 其 他 R 区 的 杂交 称 为 “第 一 次 跳 
EK” (first jump)。 我 们 假设 DNA 跳 到 同一 RNA 的 
另 一 端 ， 可 通过 使 RNA 成 环 完成 ， 而 不 需要 强 终 
dE DNA 从 RNA 左 侧 末端 跳 转 到 右 侧 末 端 进行 配 
对 。 但 是 DNA 也 可 以 跳 到 另 一 个 RNA 上 ， 而 且 可 
能 性 更 大 ， 因 为 每 个 病毒 颗粒 都 有 两 个 拷贝 的 RNA. 
基因 组 。 


5 Gers U3 Re 
$ 7 (a) BEER MEAL He 
录 出 强 终止 DNA 
5 3 
“PE (b) RNase H 降 解 R 区 和 U5 区 
5 ES U3 RK 
3 5 
(C) 第 一 次 跳跃 强 终止 
DNA 跳 至 RNA 的 另 
t 
5 CE 2 
y H 
(0) 反 转 录 酶 延伸 引物 
t 
> SCs 
7 ES U3 R Us 5 
(e) RNase H 降 解 大 
部 分 的 病毒 RNA 
t 5 Ms 
? ES U3 R Us 5 
们 反 转 录 酶 延伸 RNA 引 物 
5 Ey 3 
3 PBs Us AUS Weg 
(g) RNase H 降 解 病 毒 RNA 和 tRNA 
5' us R us Pss 3 
3 GS U3 Ph_U5 已 


(h) 第 二 次 跳跃 两 侧 的 PBS 位 点 配对 


5’ EE 3 


3? EES U3 R 5 

| (i) 通过 3' 端的 延长 补 齐 双 链 
GAUI A US PBS EE 3 
? ME MENGEI 5 


图 23.23 以 反 转 录 病 毒 RNA 为 
模板 合成 原 病 毒 DNA 的 模式 图 。 
所 有 RNA 用 红色 表示 ，DNA 用 
蓝 色 表示 。 带 有 3' 端 能 与 病毒 
RNA 引物 结合 位 点 PBS) 杂交 
的 tRNA 引物 用 三 叶 草 形状 表示 。 
详细 步骤 介绍 见 正文 。 
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第 一 次 跳跃 以 后 ， 强 终止 DNA 在 模板 右 末端 
可 以 作为 反 转 录 酶 的 引物 引导 复制 余下 的 病毒 RNA 
(图 23.23d)。 注 意 ， 第 一 次 跳 路 使 得 右 侧 LTR 补 
全 。 从 病毒 RNA 的 左 侧 LTR 复制 了 U5 A RE, 
从 右 侧 LTR 复制 了 U3 区 。 图 23. 23e，RNase H 降 
解 大 部 分 病毒 RNA， 但 保留 RNA 的 一 段 小 片段 与 
右 侧 LTR 连接 ， 作 为 合成 第 二 链 的 引物 (图 
23. 23f) 。 当 反 转 录 酶 延伸 引物 到 末端 ， 包括 PBS 
区 ，RNase H 降解 剩余 的 RNA (图 23. 23g) 作为 
第 二 链 的 引物 ， 它 和 tRNA 都 与 DNA 配对 。 这 就 
产生 第 二 次 跳 耻 (图 23. 23h)， 在 第 二 次 跳跃 中 右 
侧 的 PBS 区 域 与 左 侧 的 PBS 区 配对 。 与 第 一 次 跳跃 
一 样 , 第 二 次 跳跃 可 以 想象 成 跳 到 另 一 个 分 子 上 ， 
或 者 跳 到 同一 分 子 的 另 一 端 。 如 果 跳 到 同一 分 子 上 ， 
周围 DNA 可 以 环 化 使 得 两 个 PBS 区 碱 基 配 对 。 第 
二 次 跳 脆 后 ， 后 面 的 工作 就 是 反 转 录 酶 的 了 ， 利 用 
DNA 作 模 板 或 以 末端 长 的 单 链 突 出 端 作为 引物 ， 另 
一 个 DNA 聚合 酶 合成 两 条 链 (图 23. 23i) 。 

一 县 原 病毒 合成 ， 就 可 以 在 整合 酶 (integrase) 
的 催化 下 插入 到 宿主 基因 组 。 这 种 酶 原本 是 pol 基 
因 编 码 的 多 聚 蛋白 〈polyprotein) 的 一 部 分 ，pol 基 
因 还 编码 反 转 录 酶 和 RNase H。 整 合 酶 是 多 聚 蛋白 
经 蛋白 酶 水 解 而 成 ， 蛋 白 酶 也 是 同一 多 聚 蛋白 的 一 
部 分 。 蛋 白 酶 可 以 从 多 聚 蛋白 上 水 解 出 自身 〈 值 得 
注意 的 是 ， 多 数 有 希望 抵抗 AIDS 的 药物 都 是 HIV 
蛋白 酶 的 蛋白 酶 抑制 基因 )。 一 旦 原 病毒 整合 到 宿主 
基因 组 ， 它 将 由 寄主 RNA RAN I 转录 产生 病 
毒 RNA, 

小 结 “ 反 转录 病毒 通过 -一 个 RNA 中 间 体 进 
行 复制 。 当 反 转 录 病 毒 感染 细胞 后 ， 利 用 病毒 编 
码 的 反 转 录 酶 产生 一 个 自身 的 DNA 拷 员 完成 
RNA-DNA 的 反应 ，RNase H 降解 复制 过 程 中 
产生 的 RNA-DNA 杂 合 链 中 的 RNA。 寄主 tRNA 
作为 反 转 录 酶 的 引物 。 最 终 合成 的 病毒 RNA 的 
双 链 DNA 拷贝 随后 插入 寄主 基因 组 ， 可 以 被 寄 
ERA Me FER. 


反 转 录 转 座 子 


所 有 的 真 核 生 物 都 能 从 一 个 RNA 中 间 体 复制 
HEF, AAMT RRM. RR ERT 
根据 复制 模式 不 同 分 为 两 类 。 第 一 类 是 带 有 LTR 的 
反 转 录 转 座 子 ， 复 制 模式 与 反 转 录 病 毒 很 相似 ， 但 
是 它们 不 会 在 细胞 间 传 递 病毒 颗粒 。 毫 无 疑问 ， 这 
些 转 座 子 被 称 为 含有 LTR 的 反 转 录 转 座 子 (LTR- 
containing retrotransposon)。 第 二 类 是 非 LTR 的 反 
转录 转 座 子 《nom-LTR retransposon) 。 

含有 LTR 的 反 转 录 转 座 子 ”首次 在 果 蝇 (Dro- 
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sophila melanogaster) IRE} (Saccharomyces cere- 
visiae) 中 发 现 了 反 转 录 转 座 子 。 果 蝇 转 座 子 的 原型 
称 为 copia， 因 为 它 在 基因 组 中 有 极 大 的 数量 (copi- 
ous quantity) 而 得 名 。 事 实 上 ，copia 及 其 称 为 co- 
pia 类 似 因 子 的 相关 转 座 子 占 果 蝇 全 基因 组 的 1%。 
醇 母 中 与 copia 类 似 的 转 座 因 子 称 为 Ty， 是 酵母 转 
FEF (transposon yeast) 的 简称 。 这 些 转 座 子 中 的 
LTR 与 反 转录 病毒 中 的 LTR 相似 ， 表 明 它们 的 转 
座 类 似 于 反 转 录 病 毒 的 复制 。 实 际 上 ， 许 多 证 据 表 
明 事 实 果真 如 此 。 以 下 总 结 出 从 RNA 中 间 体 复制 
Tyl 因子 与 反 转 录 病 毒 的 复制 相似 的 证 据 。 

1. Ty] 编码 一 个 反 转 录 酶 。Ty 中 的 tyb 基因 编 
码 一 个 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 与 反 转 录 病 毒 中 pol 基 
ARMM RRMA. MR Ty] 因子 确实 编码 一 
个 反 转录 酶 ， 那 么 在 Tyl 诱导 转 座 时 便 会 出 现 这 个 
W ME, tyb 突变 将 阻 断 反 转 录 酶 的 出 现 。Gerald 
Fink 及 同事 设计 了 相关 实验 并 得 到 了 预想 的 结果 。 

2. EK Tyl RNA 和 反 转 录 酶 活性 均 和 与 反 转 
录 病毒 颗粒 相似 的 颗粒 连接 在 一 起 这 些 颗粒 只 在 
诱导 Ty] 转 座 的 醉 母 细胞 中 存在 。 

3. Fink 及 同事 在 一 个 巧妙 的 实验 中 将 一 个 内 含 
FHAR Tyl 因子 中 ， 在 转 座 之 后 再 次 分 析 这 个 因 
子 。 内 含 子 不 见 了 ! 这 个 发 现 与 细菌 转 座 类 型 相悖， 
细菌 中 转 座 的 DNA 与 其 亲本 相似 。 但 是 随后 的 机 
制 相同 〈 图 23. 24): 首先 转录 Ty 因子 ， 随 后 是 内 
含 子 和 其 他 因子 RNA 剪 切 掉 内 含 子 ， 最 后 ， 剪 切 
后 的 RNA 在 一 个 类 病毒 颗粒 中 反 转 录 ， 在 酵母 基 
因 组 的 一 个 新 位 点 重新 插入 。 

4. Jef Boeke 及 其 研究 小 组 证 实 寄主 URNAM 作 
为 Tyl 反 转 录 的 引物 。 首先 ， 他们 在 与 寄主 tR- 
NAM 互补 的 Tyl 因子 的 PBS 的 10 MHM HA 
变 5 个 。 突 变 体 阻 断 转 座 的 发 生 ， 可 能 是 由 于 这 些 
改变 让 tRNA 引物 无 法 结合 到 PBS 上 。 然 后 Boeke 
及 同事 对 一 个 拷贝 的 寄主 tRNAM 基因 的 突变 进行 
了 修复 ， 并 使 RNAM 能 重新 与 突变 的 PBS 结合 。 
这 些 突变 体 使 突变 的 Tyl 因子 的 转 座 活性 得 以 恢 
复 。 正 如 在 本 书 中 经 常 提 到 的 那样 ， 这 种 突变 抑制 
是 两 个 分 子 相互 作用 重要 性 的 强 有 力 证 据 。 在 此 例 
中 ， 两 个 分 子 就 是 tRNA 引物 和 Tyl 因子 上 的 结合 
位 点 。 

Copia 及 其 类 似 因子 分 别 具 有 这 些 Ty 的 特征 ， 
也 和 Ty 的 转 座 方式 相同 。 人 类 也 含有 LTR 的 反 转 
录 转 座 子 ， 但 是 缺少 功能 基因 env。 最 显著 的 例子 
是 人 类 内 源 性 反 转录 病毒 human endogenous retro- 
viruse, HERV), 它 占 人 类 基因 组 的 1%~2%。 迄 
今 为 止 , 还 没 发 现 能 完成 转 座 的 HERV， 所 以 
HERYV 可 能 是 原 病毒 反 转 录 转 座 的 残留 物 。 


寄主 DNA 寄主 DNA 
一 一 一 一 和 一 
Ty 因子 
ee 
LTR 内 含 子 LTR 
图 23.24 Ty 的 转 座 模式 。 用 实验 手段 ex 
在 Ty 因子 中 插入 一 个 内 含 子 (黄色 )。 RNA. | “| 
Ty 因子 转录 产生 一 个 有 内 含 子 的 RNA [sa 
拷贝 。 这 个 转录 物 发 生 剪 切 后 ，RNA 可 。 加 工 的 RNA 7 = 
能 在 一 个 类 病毒 颗粒 中 被 反 转 录 。 形 成 反 转 录 
的 双 链 DNA 再 次 插入 酵 母 基因 组 。 (病毒 颗粒 ?) 
划一 一 一 一 一 一 一 一 一 所 
双 链 DNA: = z 
| mamaw EDNA 
再 次 插入 的 DNA: 一 鼎 4 
—————— 
三 oR ORF2 一 -一 ~ 
=> ERR [es Ta a 


图 23. 25 Li 因子 示意 图 。ORF2 (黄色 ) 的 亚 区 有 EN (内 切 核酸 酶 ;、RT ( 反 转 录 酶 ) 和 C ( 半 胱 氨 酸 窜 
集 区 )。 两 端的 紫色 迄 头 表示 寄主 DNA 的 正 向 重复 序列 ， 右 端的 A, 表示 多 聚 A [poly (A)]。 


小 结 “一些 真 核 生 物 转 座 子 ， 包 括 醇 母 中 的 
Ty 和 果 蝇 中 的 copia 转 座 的 方式 是 相似 的 。 它 们 
以 寄主 基因 组 DNA 起 始 ， 产 生 一 个 RNA 拷贝 ， 
然后 可 能 在 一 个 类 病毒 颗粒 中 反 转 录 ， 最 后 插入 
基因 组 的 新 位 点 。HERYV 可 能 以 相同 的 方式 转 
座 , BEREBER THERN. 

非 LTR 的 反 转 录 转 座 子 ”至 少 在 哺乳 动物 中 ， 
缺失 LTR 的 反 转录 转 座 子 比 含有 LTR 的 反 转 录 转 
座 子 要 多 得 多 。 其 中 丰 度 最 高 的 是 长 散布 因子 
(long interspersed element，LINE) ， 其 中 L1 至 少 存 
在 100 000 乒 贝 ， 占 人 类 基因 组 的 17%， 尽 管 97% 
AY L1 拷贝 缺失 5 端 且 绝 大 多 数 〈 除 了 60 一 100 拷 
贝 ) 都 有 阻碍 转 座 的 突变 。L1 因子 的 普遍 存在 意味 
着 这 种 被 传统 分 类 归于 “垃圾 DNA” 的 反 转 录 转 座 
子 在 基因 组 中 的 比重 是 人 类 所 有 外 显 子 的 5 倍 。 图 
23. 25 是 LI 因子 的 完整 示意 图 ， 注 明了 它 的 两 个 
ORF, ORFI 编码 一 个 RNA 结合 蛋白 (p40)， 
ORF? 编码 一 个 具有 两 种 活性 的 蛋白 质 ， 分 别 是 内 
切 核酸 酶 活性 和 反 转 录 酶 活性。 和 这 类 反 转 录 转 座 
子 一 样 ，L1 也 是 聚 腺 苷 酸化 的 。 

正如 我 们 所 见 ，LTR 对 含有 LTR 的 反 转 录 转 
座 子 的 复制 是 至 关 重 要 的 ， 那 么 非 LTR 反 转 录 转 座 


子 是 如 何 复制 的 呢 ? 尤其 是 它们 的 引物 是 什么 ? 答 
案 是 : 它们 的 内 切 核 酸 酶 在 意 DNA 上 产生 一 个 单 
链 断 裂 ， 反 转录 酶 便利 用 这 个 新 形成 的 DNA 3' 端 作 
为 引物 进行 反 转录 。Thomas Eickbush 及 同事 对 
R2Bm 的 研究 为 这 一 机 制 提供 了 最 好 的 证 据 ，R2Bm 
是 线虫 (Bombyz mori) 中 一 种 LINE 类 似 因 子 。 这 
个 因子 和 哺乳 动物 的 LINE 一 样 编码 反 转录 酶 ， 但 
是 与 LINE 不 同 的 是 它 有 特定 的 破位 点 一 一 寄主 的 
28S rRNA 基因 。 这 种 机 制 使 我 们 易于 研究 搬入 
机 制 。 

Eickbush 研究 小 组 首先 揭示 了 单一 ORF 的 
R2Bm 编码 内 切 核酸 酶 ， 它 能 特异 地 切割 28S rRNA 
靶 位 点 。 随 后 ， 他 们 纯化 了 这 个 内 切 核酸 酶 〈 和 一 
个 活性 必需 的 RNA MBDA). HE MA AA RL 
点 的 超 螺 旋 质 粒 中 。 如 果 质 粒 的 一 条 链 被 切 开 ， 超 
螺旋 质粒 将 转变 成 松弛 的 环 状 。 如 果 两 条 链 都 被 切 
开 ， 将 形成 一 个 线性 DNA。 图 23. 26a 和 图 23. 26b 
的 结果 显示 ， 实 验 中 很 快 就 出 现 了 开 环 ， 接 着 开 环 
慢 慢 转变 为 线 状 DNA。 因 此 ，R2Bm 内 切 核 酸 酶 能 
快速 地 在 报 位 点 切 开 DNA 的 一 条 链 ， 然 后 用 较 慢 
的 速度 切 开 另 一 条 链 。 切 割 是 特异 的 ， 当 质粒 缺少 
车 位 点 时 ， 核 酸 酶 不 能 切割 其 中 的 任意 一 条 链 。 
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接着 ， 研 究 者 们 除去 RNA 辅助 因子 ， 结 果 发 
现 蛋白 质 仍 可 依靠 自身 快速 切割 靶 位 点 的 单 链 ， 但 
是 检测 不 到 另 一 条 链 被 切 开 〈 图 23. 26c)。 他 们 还 
观察 到 线 型 DNA 通过 T4 DNA 连接 酶 发 生 自身 环 
化 ， 这 个 反应 需要 5 -磷酸 基 团 。 因 此 ，R2Bm 内 切 
核酸 酶 前 切 会 产生 5 -磷酸 和 3 -羟基 。 然 后 ， 利 用 
内 切 核 酸 酶 形成 单 链 切 口 并 通过 引物 延伸 分 析 发 现 
转录 链 有 切口 〈 转 录 链 的 切口 阻 断 了 DNA 聚合 酶 
在 引物 上 的 延伸 ， 但 是 另 一 条 链 的 引物 延伸 没有 受 
到 切口 的 阻碍 )。 通 过 对 两 条 链 DNA 切口 上 更 精确 
的 引物 延伸 实验 ， 他 们 准确 的 定位 了 切口 位 点 并 发 
现 两 条 链 被 切 掉 2 个 碱 基 对 。 

为 了 确定 被 切割 的 靶 DNA 是 否 真 的 作为 引物 
分 子 ，Eickbush 及 同事 设计 了 一 个 体外 反应 体系 ， 
以 一 段 短 的 预先 切 开 的 把 DNA 为 引物 ，R2Bm 
RNA 为 模板 ， 加 入 R2Bm 反 转 录 酶 和 4 种 dNTP 
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图 23.26 DNA 切口 和 R2Bm 的 内 切 核酸 酶 活性 。 
Eickbush 研究 小 组 将 有 R2Bm 反 转 录 转 座 子 革 位 点 
的 超 螺旋 质粒 和 纯化 的 R2Bm 内 切 核酸 酶 混合 ， 加 
人 或 不 加 入 RNA 辅助 因子 ， 然 后 对 质粒 进行 电泳 
看 其 是 否 产生 切口 〈 松 弛 形成 开 环 形式 ) 或 切 开 两 
条 链 产生 线 状 DNA。 (a) 电泳 凝 胶 用 溴 化 乙 锭 染 
色 。 右 侧 标 明了 超 螺旋 〈sc) 质粒 、 开 环 (oc) 质 
粒 和 线性 linear) 质粒 的 位 置 ，〈b) 图 表示 意图 
(a) 的 结果 ; Co) 相同 的 实验 但 是 不 加 入 RNA 共 
因子 的 实验 结果 。(Source: Adapted from Luan, 
D.D., M.H. Korman, J.L. jakubczak and T. H, 
Eickbush, Reverse transcription of R2Bm RNA is 
primed by a nick at the chromosomal target sige: a 
mechanism for non-LTR retrotransposition, Cell 72 
(Feb 1993) f. 2, p. 597.) 


(包括 P] dATP)。 产 物 电泳 后 放射 自 显影 ， 检 
测 产物 是 否 为 预期 的 大 小 。 图 23. 27a 说 明了 在 分 子 
水 平 上 发 生 的 变化 ,结果 如 图 23. 27b。 当 模板 是 非 
特异 性 RNA 时 ， 反 应 没有 产物 〈 泳 道 1)， 若 加 入 
R2Bm RNA 将 产生 一 条 1. 9kb 的 亮 带 。 这 是 预期 的 
结果 吗 ? 我 们 很 难得 知 ， 因 为 我 们 不 知道 反 转 录 酶 
确切 地 移动 了 多 远 ， 而 且 得 到 的 还 是 有 些小 支 链 的 
多 聚 核 苷 酸 ， 但 是 可 以 推测 已 经 很 接近 了 ， 因 为 引 
物 长 1kb， 模 板 长 为 802nt。 为 了 进一步 研究 产物 的 
特性 ，Eickbush 及 同事 在 反应 体系 中 加 入 双 脱 氧 
CTP ( 泳 道 3)。 正 如 预期 的 一 样 ， 它 引起 了 反 转 录 
在 多 个 位 点 的 提前 终止 ， 形 成 一 条 模糊 带 。 在 另 一 
个 反应 体系 中 ， 于 电泳 之 前 用 RNase A 处 理 产物 降 
解 模板 上 没有 与 反 转 录 物 碱 基 互 补 配对 的 部 分 。 泳 
道 4 显示 的 就 是 长 度 缩短 为 1. 8kb 的 产物 带 ， 表 明 
RNA 模板 5 端 约 100nt 降解 ， 所 以 反 转录 酶 在 多 数 


情况 下 都 没有 完成 它 的 任务 。 研 究 者 们 还 在 电泳 前 。 物 条 交 在 一 起 。 仍 有 比 1kb 长 的 泳 带 表 明 DNA 的 


用 RNase H 处 理 产物 ， 得 到 了 一 条 约 1. 5kb 的 弥散 
带 。RNA 模板 在 这 个 过 程 中 被 降解 了 ， 因 为 它 和 产 


(a) (b) 


1000bp 


40 =< 
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一 条 链 延 促 了 。 泳 道 6 是 另 一 个 阴性 对 照 ， 用 非特 
异 DNA 代替 又 DNA, 
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图 23.27 R2Bm 反 转 录 中 靶 - 引 物 的 证 据 。 (a) R2Bm 内 切 核 酸 酶 在 长 为 1kb HRE DNA 靠近 左 侧 末 端 形成 
切口 并 利用 新 的 3 端 启动 802nt 转 座 子 RNA 的 反 转 录 的 预期 产物 模型 。 反 转录 物 〈 蓝 色 ) 与 引物 (黄色 ) 
共 价 结合 。 底 部 DNA 链 的 左 侧 也 着 上 黄色 。 相 对 的 DNA 链 用 黑色 表示 。(b) 实验 结果 。Eickbush 和 同事 
们 首先 制备 了 靠近 左 侧 末 端 具有 技 位 点 的 长 lkb Æ DNA。 加 入 R2Bm RNA、ORF2 产物 和 dNTP， 包 括 用 
于 标记 反 转 录 物 的 [*P] dATP。 然 后 将 产物 电 沪 并 放射 自 显影 。 泳 道 1， 用 非特 异 RNA 替代 R2Bm RNA; 
DRI 2~6; 用 R2Bm RNA; 泳 道 3: 在 反 转录 反应 体系 中 加 入 双 脱 氧 -CTP; 泳 道 4: 电泳 前 用 RNase A 处 
理 产物 ; 沪 道 5; 电泳 前 用 RNase H 处 理 产物 ， 泳 道 6; 用 非特 异 靶 DNA。 (Source, Luan, D. D. , M. H, 
Korman, J. L. Jakubczak and T. H. Eickbush, Reverse transcription of R2Bm RNA is primed by a nick at the 
chromosomal target site: a mechanism for non-LTR retrotransposition Cell 72 (Feb 1993) f. 4, p. 599. 


Reprinted by permission of Elsevier Science. ) 


对 更 倾向 朝 左 侧 延伸 的 靶 DNA 〈 靶 位 点 在 中 间 ) 
进行 了 类 似 的 实验 ， 出 现 了 一 个 明显 的 大 写 “Y” 字 
形 产物 〈 如 图 23. 27 预期 )， 表 明 反 转 录 在 第 二 链 剪 
切 之 前 发 生 。 如 果 第 二 链 的 剪 切 先 发 生 ， 产 物 会 更 小 
HERK. X TERE DNA 是 引物 ，Eickbush 小 组 
设计 了 一 个 PCR BW, FARE DNA 与 反 转 录 物 杂交 作 
为 引物 ， 得 到 了 预期 大 小 和 序列 的 产物 。 

综合 以 上 和 其 他 数据 ，H，H，Kazazian 和 John 
Moran 提出 了 L1 转 座 模型 〈 如 图 23. 28)。 首 先 转 
录 出 转 座 子 ， 转 录 物 加 工 。 mRNA 离开 细胞 核 到 细 
胞 质 中 翻译 。 它 联合 自身 的 两 个 产物 一 一 p40 和 
ORF2 产物 重新 进 和 细胞核。 在 细胞 核 中 ，ORF2 产 
物 的 内 切 核酸 酶 活性 将 靶 DNA 切 开 一 个 切口 。 对 
于 Ll 来 说 ,DNA 的 任意 区 域 都 可 以 是 靶 位 点 。 然 
后 ，OREF2 产物 的 反 转 录 酶 活性 利用 靶 DNA 上 由 内 
切 核酸 酶 产生 的 3 端 为 引物 找 员 LI1 RNA。 这 种 机 
制 因此 被 称 为 靶 引 发 的 反 转 录 转 座 (target-primed 
retrotransposition) 。 最 后 ， 进 行 一 些 我 们 尚 不 清楚 
的 步骤 ， 形 成 LI 的 第 二 链 ， 靶 位 点 的 第 二 链 发 生前 
例如 ，L1 的 反 转 录 酶 与 人 类 端 粒 酶 同 源 ， 表 明 L1 可 


切 ，L1 因子 连接 到 一 个 新 的 宿主 中 。 

从 本 节 开头 我 们 了 解 到 LI 因子 占 人 类 基因 组 
的 17%。 随 后 我 们 即将 看 到 ， 这 些 因子 在 转 座 时 可 
以 携带 因 组 DNA 片段 。 所 以 估计 L1 因子 直接 和 
间接 地 构成 人 类 基因 组 的 30% 。 而 且 ， 在 植物 和 动 
物 中 都 发 现 了 类 L1 因子 。 因 此 ， 这 些 因 子 很 古老 ， 
至 少 有 6 亿 年 。 巾 于 在 经 过 2 亿 年 的 进化 后 ， 相 同 
的 DNA 序 列 互相 之 间 丢 失 的 片段 也 相同 ， 人 类 基 
因 组 中 L1 因子 所 占 比例 实际 上 大 约 是 50% 。 

你 会 怀疑 像 L1 这 样 在 人 类 基因 组 中 广泛 存在 
的 因子 一 定 有 副作用 ， 事 实 上 也 发 现 了 许多 能 引起 
人 类 疾病 的 Ll 中 间 体 突变 。 特 别 是 ， 在 引起 血 友 病 
的 凝血 因子 VII 基因 、 引 起 杜 兴 氏 肌 营 养 不 良 的 
DMD 基因 和 辅助 产生 一 种 结肠 瘤 一 一 大 肠 息 肉瘤 
的 APC 基因 中 都 发 现 了 L1 的 拷贝 。 在 最 后 一 种 情 
况 中 ， 患 者 癌 细 胞 的 APC 基因 中 含有 LIAS, 但 
是 正常 细胞 中 没有 。 因 此 这 种 转 座 是 患者 的 一 种 体 
细胞 突变 。 

更 让 人 吃惊 的 是 Ll 因子 同样 也 有 有 利 的 一 面 。 
能 是 端 粒 酶 的 来 源 ， 端 粒 酶 可 以 维持 我 们 染色 体 的 末 
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L1 因 子 
AN 


Cc ` 
[7 arenes 可 读 框 2 
(a) 转 录 、 加 工 、 
从 细胞 核 中 
移出 图 23. 28 LIERE, (a) LIH 
Aine! abe 子 被 转录 、 加工、 从 细胞 核 中 移 
ih. (b) mRNA 翻译 产生 ORFI 产 
(b) 翻 详 和 RNP 组 装 物 (p40) 和 ORF? 产物 ， 具 有 内 
切 核酸 酶 活性 和 反 转 录 栈 活性。 这 
些 蛋白 质 与 mRNA 结合 形成 一 个 
RNP。(c) 核糖 核 蛋白 重新 进入 细 
HLA. AL) Be RR EU JF RE DNA 
人 进入 细胞 核 ， 相 《基因 组 的 任何 位 点 )， 反 转录 了 酶 利 
GEKE 用 新 的 DNA3!( 端 为 引物 合成 反 转 录 
物 。(d) 经 过 一 系列 尚 不 明了 的 上 
骤 ，L1 第 二 链 形 成 ， 组 成 因子 ， 
NRE SERRE DNA, 
wee 
O (d) 合 成 第 二 链 ， 在 新 的 位 点 充 
分 整合 
E E 


端 (尽管 反面 也 是 真 的 )。 最 无 法 确定 其 利弊 特性 的 
是 LI 利于 外 显 子 改组 ， 使 得 基因 间 外 显 子 交换 。 之 
所 以 发 生 这 种 情况 是 因为 L1 的 涌 腺 苷 酸化 信号 很 微 
能， 所 以 聚 腺 苷 酸化 机 制 常 常 避 开 寄主 转录 物 下 游 部 
分 的 多 聚 腺 苷 酸化 位 点 。 这 种 途径 的 RNA RRT 
化 包含 一 段 与 Ll RNA 连接 的 人 类 RNA， 这 段 人 类 
RNA 将 与 LI 因子 整合 随后 进入 的 反 转录 物 中 。 这 种 
结合 有 时 是 有 害 的 ， 但 有 时 能 在 原 有 的 基因 中 产生 
新 的 基因 ， 能 产生 新 的 蛋白 质 和 有 用 性 状 。 

为 什么 L1 BAF ey Be BR EF RAL fe BHM? Mo 
ran 提 出 了 如 下 解释 : HO SRR AR EF OR AL fA SRR 
人 类 基因 中 插 人 这 些 因子 将 引起 聚 腺 苷 酸化 转录 物 
的 提前 形成 ， 那 么 下 游 所 有 的 外 显 子 都 将 丢失 。 这 
可 能 钝 化 基因 甚至 引起 寄主 死亡 。 与 反 转 录 病 毒 不 
同 ， 一 方面 ，L1 因子 不 能 从 一 个 个 体 转移 到 另 一 个 
个 体 ， 而 是 在 寄主 中 生存 直到 死亡 ; 另 一 方面 , 微 
弱 的 聚 腺 苷 酸化 信号 使 得 这 些 因子 插入 到 人 类 基因 
的 内 含 子 中 而 不 会 打 断 这 些 基因 的 多 数 转录 物 。 A 
此 ， 由 于 内 含 子 DNA 量 远 远 多 于 外 显 子 的 ，L1 因 
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子 可 以 在 人 类 基因 组 的 很 大 区 域 相 对 安全 地 拓展 。 


小 结 LINE 和 类 LINE 因子 是 缺乏 LTR 的 反 
转录 转 座 子 。 这 些 因子 能 编码 使 她 DNA 产生 切口 
的 内 切 核酸 酶 。 这 些 因 子 还 有 利于 新 的 DNA 3 端 引 
RRNA 反 转 录 。 第 二 链 合 成 后 ， 因 子 在 其 丢 位 点 
复制 。 当 LINE 转录 时 开始 新 一 轮转 座 。 因 为 LINE 
聚 腺 华 酰 化 信号 微弱 ， 所 以 LINE 的 转录 经 常 包 括 
一 个 或 者 更 多 宿主 DNA 的 下 游 外 显 子 。 


非 自主 反 转 录 转 座 子 ” 另 一 类 非 LTR 反 转 录 转 
座 子 〈nonautonomous retrotransposon) 成 员 不 编码 
蛋白 质 ， 所 以 它们 和 LINE 这 样 能 胜任 转 座 的 自主 
转 座 子 不 同 。 相 反 ， 它 们 依赖 其 他 因子 一 一 可 能 是 
广泛 存在 的 LINE 提供 给 它 科 需要 的 包括 反 转 录 酶 
在 内 的 蛋白 质 来 实现 转 座 。 研 究 最 深入 的 非 自主 反 
转录 转 座 子 是 Alu 因子 ， 之 所 以 称 为 Alu 因子 是 因 
为 含有 能 被 限制 酶 Alu I 识别 的 AGCT 序列 。 长 约 
300bp， 在 人 类 基因 组 中 有 上 百 万 个 拷贝 。 因 此 ， 它 
们 会 比 LINE 更 为 成 功 。 成 功 的 一 个 原因 可 能 是 Alu 


因子 的 转录 物 含有 类 似 7SL RNA 的 结构 域 ， 这 种 
结构 域 包含 有 助 于 核糖 体 结合 到 粗糙 内 质 网 的 信号 
识别 颗粒 的 正常 部 分 。 两 个 信号 识别 颗粒 蛋白 与 
Alu 因子 RNA 紧密 结合 ， 携 带 它 到 核糖 体 ， 在 核糖 
体 上 翻译 Ll1 RNA。 这 就 将 Alu 因子 RNA 放 在 合适 
位 置 上 ， 以 至 于 使 其 能 和 所 需要 的 蛋白 质 结合 ， 

而 被 反 转 录 并 插入 到 新 的 位 点 。 由 于 该 因子 很 小 , 
所 以 Alu 因子 及 其 类 似 因 子 都 被 称 为 短 散布 因子 
(short interspersed element, SINE). 

LINE 还 可 能 在 人 类 基因 组 结构 中 起 作用 ， 便 
于 产生 被 加 工 的 假 基因 (processed pseudogene) 。 通 
常 假 基因 是 与 正常 基因 序列 相似 的 DNA， 但 由 于 这 
样 或 那样 的 原因 没有 功能 。 有 时 它们 内 部 有 翻译 终 
止 信号 ; 有 时 它们 的 剪 切 信号 钝 化 或 委 失 ; 有 时 它 
们 的 启动 子 钝 化 。 通 常 这 些 问题 结合 起 来 就 阻止 了 
基因 的 表达 。 它 们 显然 来 自 基因 复制 及 其 随后 突变 
的 累积 。 这 种 过 程 对 寄主 是 无 害 的 ， 因 为 原 有 的 基 
因 保留 了 功能 。 

被 加 工 的 假 基因 也 来 自 基因 复制 ， 但 是 显然 是 
通过 反 转 录 途 径 。 我 们 十 分 怀疑 RNA 是 加 工 型 假 
基因 形成 的 中 间 体 ， 因 为 : 四 这 些 假 基因 通常 有 一 
段 短 的 poly (A) 尾巴 ， 可 能 来 自 mRNA 的 poly 


供 体 
基因 X 


图 23.29 RERA. (a) mH FR 
型 内 含 子 红色 ) 的 供 体 基因 X GEE) 
转录 产生 RNA (RNA 用 阴影 表示 )。 
(b) 转录 物 剪 接 产生 套 索 型 内 含 子 (lari- 
at-shaped intron), (c) 内 会 子 自身 逆 剪 
接 为 X 基因 的 另 一 拷贝 ， 两 者 有 相同 或 
相似 的 序列 只 是 剪接 后 代 片 段 不 含 内 含 
子 。(d) 编码 反 转 录 酶 的 内 含 子 以 底部 
DNA 链 的 切口 为 引物 合成 内 含 子 的 一 个 
DNA 拷贝 。 箭头 所 指 反 转录 物 的 3' 端 。 
(e) 顶部 链 的 RNA 内 含 子 移 位 合成 内 含 
子 的 第 二 链 (DNA 形式 )。 完 成 了 反 转 
座 至 原 位 的 过 程 。 


(A KE: @ 被 加 工 假 基因 缺乏 内 含 子 ， 但 它们 的 
原始 基因 通常 都 有 。 同 Alu 因子 并 不 是 来 自 mRNA 
一 样 ，LINE 为 mRNA 反 转 录 并 插 人 寄主 基因 组 的 
过 程 提供 了 分 子 机 制 。 
小 结 “ 非 自主 反 转 录 转 座 子 包括 人 类 中 丰富 
的 Alu 因子 和 将 椎 动物 中 的 类 似 因子 。 因 为 它们 
不 编码 任何 蛋白 质 所 以 其 自身 不 能 发 生 转 座 。 相 
反 它 们 可 以 利用 其 他 因 于 〈 如 LINE) 的 反 转 录 
转 座机 制 : 被 加 工 假 基因 可 能 来 自 相同 的 途径 ， 
通过 LINE 机 制 反 转 录 mRNA 后 插入 基因 组 。 
MASE “第 14 章 中 我 们 了 解 了 也 型 内 含 子 
存在 于 细菌 线 粒 体 和 叶绿体 基因 组 ， 是 自我 前 切 内 合 
子 ， 能 形成 套 索 中 间 体 。1998 年 ，Mariene Belfort 的 
研究 小 组 发 现 一 个 特定 基因 中 的 卫 型 内 含 子 可 以 揪 
入 到 基因 组 其 他 地 方 的 无 内 含 子 型 的 相同 基因 上 ， 这 
个 过 程 称 为 反 转录 归 梨 (retrohoming)， 其 机 制 如 图 
23. 29 所 示 。 基 因 携带 的 内 含 子 首先 被 转录 ,然后 内 
含 子 突出 形成 套 索 后 被 剪 切 。 这 个 内 合子 可 以 被 同一 
基因 的 无 内 含 子 形式 识别 ， 而 后 通过 省 剪接 的 方式 玫 
合 进去 。 反 转录 形成 内 含 子 的 一 个 DNA 拷贝 ， 合 成 
的 第 二 链 的 DNA 取代 RNA 内 含 子 ， 


WaT 


jo 转录 


7 (b) WH) 


(c) 反 转 录 


无 内 含 子 基因 X 
(与 供 体 相 同 或 
相似 的 序列 ) 
———, 


(0) 合成 第 二 链 
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1991 Æ, Phillip Sharp 提出 I 3 A FA Re JE 
现代 剪接 体内 含 子 的 前 身 ， 部 分 原因 是 两 者 的 剪接 
机 制 很 相似 。2002 年 ，Belfort 和 同事 们 揭示 了 剪 
接 是 如 何 发 生 的 。 他 们 发 现 了 一 个 细菌 了 型 内 含 子 
的 真正 的 反 转 录 转 座 而 不 仅 是 所 谓 的 反 转 录 归 某 。 
因此 ， 这 个 内 含 子 可 转移 到 了 一 系列 新 的 位 点 ,而 
不 仅 是 插入 到 这 个 内 含 子 同 源 基因 的 无 内 含 子 拷 
RE. 

为 了 发 现 反 转 录 转 座 ，Belfort 和 同事 们 构建 了 
一 个 含有 Lactococcus lactis L1. LtrB 修饰 的 林 型 内 
含 子 的 质粒 ， 在 反方 向 含有 一 个 卡 那 霉 素 抗 性 基因 ， 
并 被 可 自我 剪接 的 1 型 内 含 子 中 断 。 为 了 能 表达 卡 
那 霉 素 抗 性 ，I 型 内 含 子 最 先 被 转录 ， 因 此 清除 中 
断 的 1 型 内 含 子 。 然 后 ， 转 录 物 被 反 转 录 成 DNA， 
该 DNA 能 插入 宿主 DNA， 随 后 被 正 向 转录 而 非 反 
Akl, ASU MASE RM RNA 形式 时 ， 它 并 不 
编码 卡 那 霉 素 抗 性 基因 ， 因 为 它 的 抗 性 基因 已 在 反 
方向 上 被 转录 成 反 义 RNA 了 。 

在 Belfort 小 组 选择 卡 那 霉 素 抗 性 细胞 的 时 候 ， 
他 们 发 现 转 座 发 生 相 对 较 少 ， 但 是 确实 有 一 定 的 频 
率 。 这 种 转 座 的 一 个 有 趣 的 特点 是 多 数 都 发 生 在 
DNA 复制 的 后 随 链 上 。 这 一 发 现 说 明 转 座 现象 在 复 
制 过 程 中 发 生 ， 并 以 一 段 后 随 链 生 成 的 短 的 DNA 
片段 (第 20 章 ) 作为 引物 引导 完成 诸如 L1 转 座 程 
序 (图 23.28) 中 的 一 类 靶 引导 反 转 录 。 注 意 ， 这 
种 机 制 要 求 转 座 子 和 靶 DNA 之 间 没 有 同 源 性 ， 这 
样 复制 后 随 链 才能 在 基因 组 的 任意 位 点 产生 切口 。 

一 旦 开 型 内 含 子 发 生 了 反 转 录 转 座 子 ， 将 保留 
自我 剪接 的 能 力 ， 因 此 四 基 因 也 能 保留 功能 。 这 样 ， 
了 1 型 内 含 子 在 现代 真 核 细胞 的 前 体 中 能 更 容易 更 安 
全 地 进行 增殖 。 最 后 ， 真 核 细胞 中 出 现 了 一 些 能 使 
剪接 更 有 效 的 剪接 体 。 

小 结 BAS Fillet RNA 内 会 子 插入 到 
基因 内 反 转 录 归 巢 到 同 基因 的 无 内 含 子 拷贝 中 ， 
接着 反 转 录 和 合成 第 二 链 。 卫 型 内 少子 也 可 以 
DNA 后 随 链 片段 为 引物 ,通过 一 个 不 相关 基因 
中 插入 的 RNA 内 含 子 发 生 反 转 录 转 座 。1 型 内 
含 子 的 这 种 反 转 录 转 座 可 能 是 现代 真 核 细胞 剪接 
体内 含 子 的 祖先 ， 或 许 能 解释 其 在 高 等 真 核 细胞 
中 的 广泛 出 现 的 现象 。 


总 结 


AS 


转 座 因子 或 转 座 子 是 可 以 在 不 同位 置 间 移 动 的 
一 段 DNA。 一 些 转 座 因子 复制 后 在 原先 位 置 保 留 一 
个 拷贝 后 在 新 位 置 加 入 一 个 拷贝 ! 另 一 些 转 座 子 不 
复制 直接 从 原 位 置 移动 。 细 菌 的 转 座 子 类 型 包括 : 
加 插入 序列 ， 如 IS1， 仅 保留 了 转 座 必需 的 一 个 基 
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因 ， 两 侧翼 有 反 向 末端 重复 序列 ;回转 座 子 ， 如 
Tn3， 与 插入 序列 类 似 但 是 至 少 含有 一 个 额外 基因 ， 
这 个 基因 通常 具有 抗生素 抗 性 。 

真 核 生物 的 转 座 子 采 用 更 多 的 复制 策略 ， 如 玉 
米 中 的 Ds/Ac 和 果 蝇 中 的 P 因子 等 DNA 转 座 子 的 
转 座 与 细菌 中 的 DNA 转 座 子 (如 Tn3) 的 转 座 
相似 。 

哺乳 动物 的 免疫 球 蛋 白 基 因 甚 至 利用 类 似 的 转 
座机 制 进行 重 排 。 消 椎 动物 免疫 系统 在 它们 生成 的 
免疫 球 蛋白 中 产生 巨大 的 多 样 性 。 多 样 性 的 主要 来 
源 是 异 质 池 选 择 的 2 一 3 个 基因 部 分 的 组 装 。 这 种 基 
因 片 段 的 组 装 称 为 V (D JEH. V (D) J 重组 的 
重组 信号 序列 (RSS) 由 被 一 段 12bp 或 23bp 片段 
隔 开 的 一 个 七 聚 体 和 一 个 九 聚 体 组 成 。 重 组 仅 发 生 
在 12 信号 和 23 信号 之 间 以 确保 重组 基因 中 仅 有 一 
个 编码 区 。 在 人 类 V (D) ] 重组 中 RAGI 和 RAG2 
起 关键 作用 。 它 们 在 毗连 12 信号 或 23 信号 的 DNA 
中 引入 一 个 单 链 切口 。 在 新 形成 的 3 -羟基 处 发 生 酯 
基 转移 反 应 攻击 相反 的 链 ， 使 其 在 编码 片段 末端 断 
裂 形成 发 夹 结构 。 随 后 发 天 结构 断裂 ， 以 非 精 确 方 
式 相互 链接 ， 通 过 增 、 减 碱 基 连接 编码 区 。 

反 转 录 转 座 子 有 两 种 不 同 的 类 型 。 含 有 LTR 的 
反 转 录 转 座 子 的 复制 与 反 转 录 病 毒 的 相似 性 表现 在 
下 列 方面 。 反 转录 病毒 通过 RNA 中 间 体 复制 。 当 
一 个 反 转 录 病毒 感染 细胞 ， 利 用 病毒 编码 的 反 转录 
酶 完成 RNA 一 DNA 的 反应 ， 产 生 一 个 自身 DNA. 
拷贝 ，RNase H 降解 在 复制 过 程 中 产生 的 RNA- 
DNA 杂 合 链 中 的 RNA。 寄 主 tRNA 作为 反 转录 酶 
的 引物 ， 形 成 病毒 RNA 的 双 链 DNA 拷贝 插入 寄主 
基因 组 ， 利 用 寄主 聚合 酶 I 转录。 酵母 中 反 转 录 转 
座 子 Ty 和 果 蝇 中 copia 的 复制 过 程 相同 。 寄 主 基因 
组 DNA 首先 形成 RNA 拷贝 ， 然 后 可 能 在 一 个 类 病 
毒 颗粒 中 反 转 录 产 生 DNA， 可 以 插入 到 新 的 位 置 。 

AE LTR 反 转 录 转 座 子 为 男 一 类 真 核 细胞 反 转 录 
转 座 子 ， 以 不 同 的 方式 引发 反 转 录 。 例 如 ，LINE 
及 LINE XWA FAHRE DNA 的 内 切 核酸 酶 。 
然后 该 因子 利用 新 的 DNA 3 端 引发 因子 RNA 的 反 
转录 。 第 二 链 合成 后 ， 这 个 因子 在 其 靶 位 点 复制 。 
当 LINE 转录 时 新 一 轮 的 转 座 开 始 。 因 为 LINE 的 
RRELA SAS, LINE 的 转录 通常 包括 了 寄 
EDNA 下 游 的 一 个 或 两 个 外 显 子 ;这 有 助 于 将 寄 
主 外 显 子 转运 到 基因 组 的 新 位 置 。 

非 自主 性 的 非 LTR 反 转 录 转 座 子 包括 广泛 存在 
于 人 类 的 Alu AFA HE MAMAS. h 
于 它们 不 编码 任何 蛋白 质 ， 自 身 不 能 发 生 转 座 。 但 
它们 利用 如 LINE 等 其 他 因子 的 反 转 录 转 座机 制 。 
被 加 工 型 的 基因 可 能 源 于 相同 的 途径 ， mRNA 可 能 


以 LINE 机 制 反 转 录 后 插 人 到 基因 组 。 

开 型 内 含 子 代表 存在 于 细菌 和 真 核 细 胞 中 的 另 
一 类 非 LTR 反 转 录 转 座 子 。 它 们 可 以 在 反 转 录 和 第 
二 链 合 成 后 ， 在 一 个 基因 中 插入 一 段 RNA Aa 
反 转 录 归 巢 到 同一 基因 的 无 内 含 子 拷贝 中 。I 型 内 
含 子 还 能 以 DNA 后 随 链 的 片段 为 引物 ， 在 靶 位 点 
引发 反 转 录 的 方式 是 ， 在 一 个 非 相关 基因 中 插 人 一 
个 RNA 内 含 子 引发 反 转录 转 座 。II 型 内 含 子 的 反 
转录 转 座 可 能 为 现代 真 核 细胞 剪接 体内 含 子 提供 了 
祖先 ， 并 解释 其 在 高 等 真 核 细胞 中 大 量 出 现 的 现象。 


复习 题 


1. 描述 证 明细 菌 转 座 子 中 包含 末端 反 向 重复 序 
列 的 实验 及 其 结果 。 

2. 比较 细菌 的 转 座 子 IS1、Tn3 和 真 核 生 物 Ac 
转 座 子 的 遗传 图 。 

3. 先 简单 后 具体 地 描绘 Tn3 的 转 座机 制 。 

4. 描绘 保留 式 转 座机 制 。 

5. 解释 转 座 导 致 玉米 产生 斑点 籽粒 的 原因 。 

6 描绘 抗体 蛋白 的 草图 ， 显 示 轻 链 和 重 链 。 

7. 解释 成 千 免疫 球 蛋 白 基因 产生 上 百 万 种 抗体 
蛋白 的 原因 。 

8. 图 解 在 B 淋 巴 细 胞 成 熟 过 程 中 产生 的 免疫 球 
蛋白 轻 链 和 重 链 基 因 间 的 重 排 。 

9. B V (D) J 连接 信号 怎样 确保 在 一 个 成 熟 
重 排 基因 中 仅 含 免疫 球 蛋 白 基因 中 的 一 个 。 

10, 绘制 检测 七 聚 体 、 九 聚 体 和 重组 信号 序列 
上 间隔 区 重要 性 的 报告 质粒 图 ， 并 说 明 如 何 用 该 质 
粒 检测 重组 。 

11. 提出 免疫 球 蛋 白 基因 重组 信号 序列 处 DNA 
链 的 剪 切 和 重 接 模 式 。 这 种 机 制 对 抗体 多 样 性 有 何 
贡献 ? 

12. 叙述 体外 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 免疫 球 蛋 
白 重组 信号 序列 的 剪 切 导致 发 夹 结构 形成 。 

13, 提出 反 转 录 病 毒 颗 粒 中 反 转 录 酶 活性 及 
RNase 影响 该 酶 活性 的 证 据 。 

14. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 反 转 录 病 毒 中 
强 终止 反 转 录 物 与 RNA 基因 组 碱 基 互 补 配 对 并 与 
RNA 引物 共 价 附着 。 

15. 阑 明 反 转录 病毒 基因 组 RNA 中 LTR 与 反 
转录 病毒 原 病毒 中 LTR 的 结构 差异 。 

16. 图 示 反 转录 病毒 RNA 到 原 病毒 的 转变 过 
程 。 说 明 这 将 如 何 解释 问题 15 中 提 及 的 差异 。 

17. 比较 反 转 录 病 毒 的 复制 与 反 转 录 转 座 子 的 


转 座 。 

18. 小 结 反 转录 转 座 子 通过 RNA 中 间 体 转 座 的 
证 据 。 

19. 叙述 实验 并 给 出 结果 ， 证 明 LINE 类 似 因子 
的 内 切 核酸 酶 特异 切割 该 因子 靶 DNA 的 一 条 链 。 

20. 叙述 实验 并 给 出 结果 ,证 明 LINE 类 似 因子 
AAE DNA 的 切割 链 作为 该 因子 反 转 录 引 物 。 

21. 提出 一 个 LINE 类 似 因 子 反 转录 转 座 的 
模式 。 


分 析 题 


1. 某 种 转 座 子 的 转 座 酶 在 宿主 DNA 上 5bp 间 
距 处 错位 切割 。 这 会 对 在 转 座 子 插入 周围 的 宿主 
DNA 产生 什么 结果 ? 图 解 错位 切割 对 宿主 DNA 的 
影响 。 

2. 设计 一 个 实验 检测 一 个 假设 的 携带 有 两 个 抗 
生 素 抗 性 基因 Stealtb 转 座 子 从 一 个 质粒 转移 到 另 一 
ADS AE A RE HK Die HE PAL RL FE E R 
(Stealth WEREWERE. 

3. 鉴定 Tn3 转 座 子 在 下 列 基因 中 发 生 突变 后 进 
行 不 彻底 转 座 的 末端 产物 : 

a HERG 

b. 解 旋 酶 。 

4. A 质粒 中 的 ToT 转 座 子 转 座 到 B 质粒 ,在 
共 联 体 中 TnT 的 拷贝 数 有 和 多少? 相对 两 个 质粒 而 
言 ，TnT 在 共 联 体 的 什么 位 置 ? 

5. 如果 玉 米 Ds 转 座 因 子 采用 Tn3 的 转 座 方式 
进行 转 座 ， 看 到 斑点 籽粒 的 频率 还 有 那么 高 吗 ? 为 
什么 ? 

6. 假定 有 两 个 无 细胞 转 座 系统 ， 各 自 含 有 Tn3 
和 Ty 转 座 必 需 的 全 部 酶 类 。 下 列 不 同 的 抑制 剂 对 
这 两 个 系统 会 有 什么 影响 ? 为 什么 ? 

a. 双 链 DNA 复制 抑制 剂 ， 

b. 转录 抑制 剂 ， 

c RERIN 

d 翻译 抑制 剂 。 

7, 已 鉴定 出 一 种 叫做 Rover 的 新 型 转 座 子 ， 设 
计 一 个 确定 Rover 是 以 反 转 录 转 座 子 机 制 转 座 还 是 
以 Tn3 所 用 的 复制 式 转 座机 制 转 座 的 实验 ， 并 给 出 
两 种 情形 下 分 别 可 能 出 现 的 结果 。 


翻译 陈 mR 张 绍 跑 
RE 高 友军 AME 
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第 24 章 基因 组 学 、 蛋 白质 组 学 和 生物 信息 学 


DNA 微 阵列 可 同时 检测 成 千 上 万 个 基因 的 表达 。 图 为 技术 人 员 正 在 分 
析 特 异 基因 的 表达 。(Source: Copyright © IncyteGenomics. ) 


在 本 书 的 大 部 分 内 容 里 ， 我 们 在 探讨 基因 的 功 
能 时 常常 以 单个 基因 为 例 。 然 而 ， 随 着 更 为 高 效 且 
相对 不 昂贵 测序 方法 的 出 现 ， 分 子 生物 学 家 已 经 能 
够 获得 整个 基因 组 (genome)】 的 碱 基 序 列 ， 并 由 此 
产生 了 一 个 新 的 分 支 学 科 一 一 基因 组 学 (genomics), 
即 研究 整个 基因 组 的 结构 和 功能 的 学 科 。 分 子 生 物 
学 家 探寻 的 另 一 个 很 类 似 ， 但 更 为 复杂 的 问题 是 关 
于 生物 体 的 蛋白 质 组 (proteome)， 即 生物 体 一 生 所 
表达 的 所 有 蛋白 质 的 特性 和 活性 ， 故 将 该 领域 称 之 
为 蛋白 质 组 学 (proteomics) 。 

在 本 章 ， 我 们 将 讨论 科学 家 用 于 大 规模 DNA 
测序 和 基因 表达 研究 的 技术 ， 还 要 探讨 用 于 蛋白 质 
组 学 研究 的 方法 ， 以 及 从 基因 组 学 和 蛋白 质 组 学 研 
究 中 所 获知 识 的 应 用 。 

最 后 ， 我 们 将 介绍 生物 信息 学 〈bioinformat- 
ics)， 一 门 管理 和 应 用 来 自 基 因 组 学 、 蛋 白质 组 学 
和 其 他 大 规模 生物 学 研究 所 获得 的 海量 数据 的 学 科 。 


24.1 图 位 克隆 : 基因 组 学 介绍 


在 探讨 基因 组 学 研究 技术 之 前 ， 我 们 先 了 解 一 
下 基因 组 信息 学 的 一 个 重要 应 用 : 图 位 克隆 技术 
(positional cloning) 。 图 位 克隆 是 一 种 发 现 遗 传 性 状 
相关 基因 的 方法 ， 常 用 于 鉴定 人 类 遗传 疾病 相关 的 
基因 。 我 们 先 来 回顾 一 个 在 基因 组 时 代 之 前 完成 的 
图 位 克隆 实例 一 一 对 引起 人 类 亨廷顿 病 Hunting- 
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ton disease, HD) 异常 基因 的 发 现 。 我 们 会 看 到 ， 
大 部 分 研究 都 用 在 缩小 查找 突变 基因 的 范围 上 ， 目 
的 是 避免 不 必要 的 大 规模 DNA 测序 。 现 在 这 已 不 
再 是 问题 了 ， 因 为 全 基因 组 测序 已 经 完成 了 。 然 而 ， 
有 理由 以 本 例 作为 基因 组 学 的 引言 ， 以 阐明 图 位 克 
降 的 原理 ， 该 方法 仍然 是 基因 组 信息 的 主要 应 用 ， 
可 以 说 明 在 缺乏 基因 组 信息 的 前 提 下 开展 图 位 克隆 
是 多 么 困难 ， 这 也 是 一 个 值得 传 颁 的 伟大 事迹 。 


图 位 克隆 的 传统 手段 


遗传 学 家 在 寻找 与 控制 人 类 遗传 疾病 的 基因 时 ， 
常常 面临 这 样 一 个 问题 : 在 不 知道 突变 蛋白 特征 的 
情况 下 寻找 未 知 功能 的 基因 。 所 以 他 们 必须 在 人 类 
遗传 图 谱 上 确定 该 基因 的 位 置 ， 这 一 过 程 就 是 图 位 
克隆 。 t 

图 位 克隆 策略 源 于 研究 家 庭 或 家 族 性 疾病 ， 目 
的 是 寻找 一 个 或 多 个 与 “疾病 基因 ”( 该 基因 发 生 突 
变 可 导致 特定 疾病 的 发 生 ) 紧密 连锁 的 标记 。 通 常 
这 些 标记 并 不 是 基因 而 是 DNA 片段 ， 其 限制 酶 酶 
切 图 谱 或 其 他 物理 特性 在 不 同 个 体 间 有 差异 。 

由 于 标记 的 位 置 是 已 知 的 ， 因 此 疾病 基因 可 锁 
定 在 基因 组 中 一 个 相对 较 小 的 区 域 。 然 而 ， 这 个 
“相对 较 小 ”的 区 域 常 包 含 约 100 万 个 碱 基 对 ， 因 此 
工作 并 没有 结束 。 下 一 步 就 是 在 这 百 万 碱 基 中 发 现 可 
能 引起 突变 疾病 的 基因 位 点 。 传 统 上 ， 有 几 种 方法 用 
于 这 种 研究 ， 这 里 介绍 两 种 : 一 种 是 外 显 子 捕获 法 
(exon trap) 寻找 外 显 子 ; 另 一 种 是 对 基因 的 CpG 岛 


进行 定位 。 关 于 这 些 方法 的 应 用 将 在 下 一 节 讨论 。 

限制 性 片段 长 度 多 态 性 ”在 20 世纪 后 期 ， 仅 有 
少数 人 类 基因 被 定位 ， 因 此 ， 想 定位 一 个 邻近 已 知 
基因 的 新 基因 都 很 难 。 另 一 种 方法 则 不 着 眼 于 发 现 
与 已 知 基因 连锁 的 新 基因 ， 而 是 将 新 基因 与 可 能 不 
会 任何 基因 的 一 段 “无 名 ”DNA 片段 建立 连锁 ， 通 
过 限制 酶 酶 切 图 谱 识别 这 些 DNA 片段 。 

由 于 每 个 人 在 遗传 上 都 不 同 于 其 他 人 ， 他 们 的 
DNA 序列 也 会 有 所 不 同 ， 因 而 这 些 DNA 的 限制 酶 
酶 切 图 谱 也 会 有 所 不 同 。 以 识别 AAGCTT 的 Hind 
MAH, 假设 在 某 一 染色 体 的 某 一 区 域 ( 如 图 


24.1), 一 个 个 体 有 3 个 Hind I 识别 位 点 ,分 别 相 
FE 4kb 和 2kb。 另 一 个 个 体 可 能 缺少 中 间 的 一 个 位 
点 而 保留 了 另外 两 个 位 点 。 用 Hind 111 酶 切 前 者 的 
DNA 将 产生 4kb 和 2kb 的 两 个 DNA 片段 ， 酶 切 后 
者 的 DNA 仅 产生 一 个 6kb 的 DNA 片段 ， 这 就 是 限 
制 性 片段 长 度 多 态 性 《restriction fragment length 
polymorphism，RFLP)。 多 态 性 是 指 一 个 遗传 位 点 
有 不 同 的 碱 基 组 成 形式 ， 或 不 同等 位 基因 (第 1 
章 )， 因 此 RFLP 这 一 术语 的 简单 含义 是 指 任何 两 个 
个 体 的 DNA 用 同一 种 限制 酶 切割 后 可 能 产生 不 同 
长 度 的 片段 。 缩 略语 RFLP 的 发 音 通常 为 “rifflip”。 


探 针 的 范围 
H 4 H 
EE 
第 一 个 个 体 4kb 2kb 
| Hina 
4kb 4 2 kb 电泳 、 转 膜 及 探 针 杂交 Hes 
缺失 位 点 
H H 
ee Se 
第 二 个 个 体 ekb 


| Hira 


6 kb 


6 kb 
电泳 、 转 膜 及 探 针 杂交 


图 24. 1 检测 RFLP。 两 个 个 体 DNA 在 Hind 11 限制 酶 酶 切 位 点 (红色) 上 的 多 态 性 。 
第 一 个 个 体 含有 该 位 点 ， 用 Hind 11 酶 切 后 产生 两 个 分 别 为 2 kb 和 4kb 的 片段 ， 能 与 探 
针 杂 交 ， 探 针 的 长 度 显示 在 图 上 部 。 第 二 个 个 体 缺 乏 该 位 点 ， 用 Hind III 酶 切 后 只 产生 
一 个 6kb 片段 ， 也 能 与 探 针 杂 交 。 对 这 些 片段 进行 电泳 、 转 膜 后 与 探 针 杂交 、 自 显影 ， 
结果 显示 在 右边 。 片 段 两 端的 虚线 部 分 因 不 能 与 探 针 杂 交 ， 故 在 图 中 看 不 到 。 


如 何 着 手 寻 找 一 个 RFLP HRR? 显然 我 们 不 
能 一 次 对 整个 人 类 基因 组 进行 分 析 。 一 个 典型 的 限 
制 酶 在 人 类 基因 组 中 有 几 十 万 个 酶 切 位 点 ， 因 此 一 
次 用 一 种 限制 酶 对 整个 基因 组 切割 时 ， 会 产生 几 十 
万 个 DNA 片段 . 没有 人 能 对 如 此 庞大 复杂 的 DNA 
片段 进行 整理 归 类 以 区 分 不 同 个 体 间 的 细微 差异 。 

所 幸 的 是 有 一 种 简 使 方法 。 用 不 同 探 针 进行 
Southern 印迹 (第 5 章 ) 可 将 总 基因 组 中 的 一 小 部 
凸显 出 来 ， 从 而 容易 发 现 个 体 间 的 差异 。 但 还 存在 
一 个 难题 ， 因 为 每 种 探 针 只 能 与 人 类 基因 组 的 一 小 
部 分 杂交 ， 所 以 通过 一 种 探 针 发 现 与 目的 基因 连锁 
的 RFLP 片段 的 可 能 性 很 小 。 可 能 得 从 几 千 种 探 针 
中 筛选 并 最 终 发 现 一 个 适合 的 探 针 。 这 项 工作 极为 
艰辛 ， 但 至 少 是 个 起 点 ， 而 且 这 种 方法 在 发 现 几 种 
遗传 病 基因 过 程 中 已 发 挥 了 关键 作用 。 

外 显 子 捕获 ”一旦 某 个 基因 被 锁定 在 一 段 几 十 
万 碱 基 的 区 域内 ， 如 何 将 其 从 这 段 DNA 中 挑选 出 


KR? 如 果 这 段 DNA 尚未 被 测序 ， 可 以 对 其 测序 
并 寻找 可 读 框 (ORF) 。 可 读 框 被 翻译 时 ， 在 相对 较 
长 的 区 域内 不 会 遇 到 终止 密码 子 。 但 寻找 可 读 框 还 
是 件 很 费力 的 事 ， 有 几 种 更 为 高 效 的 方法 ， 其 中 包 
括 Alan Buckler 发 明 的 称 之 为 外 显 子 扩 增 (exon 
amplification》 或 外 显 子 捕获 (exon trapping) 的 方 
法 。 图 24. 2 说 明了 如 何 利用 外 显 子 捕获 法 筛选 目的 
基因 。 首先， 我 们 需要 了 解 Buckler 为 此 方法 设计 
的 质粒 载体 PSPL1， 该 载体 包含 一 个 由 SV40 早期 
启动 子 控制 的 嵌 合 基因 ， 此 基因 源 于 兔 B- 球 蛋白 基 
因 ， 并 以 含 自身 5 -和 3' -剪接 位 点 在 内 的 人 免疫 缺 
陷 病毒 (HIV) 的 一 个 内 含 子 蔡 换 B 球 蛋白 基因 的 
第 二 个 内 含 子 。 将 人 类 基因 组 DNA 片段 插入 该 质 
粒 内 合子 的 一 个 限制 性 位 点 ， 并 将 重组 载体 转 入 猴 
COS-7 细胞 ， 该 细胞 能 在 SV40 启动 子 作 用 下 转录 
插入 基因 。 如 果 插 进 内 含 子 的 基因 组 DNA 片段 是 
个 完整 的 外 显 子 并 带 有 自身 的 5- 和 3'- 剪 接 位 点 ， 
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这 个 外 显 子 将 成 为 COS 细胞 中 加 工 转录 物 的 一 部 
分 。 继 而 在 这 些 COS 中 纯化 RNA， 并 将 其 反 转 录 
为 :DNA， 以 该 cDNA 为 模板 用 插 人 位 点 两 侧 区 域 
特异 性 引物 进行 PCR 扩 增 。 这 样 在 引物 结合 位 点 之 
间 插入 的 任何 外 显 子 都 会 得 到 扩 增 。 最 后 ， 克 隆 获 


HIV tat 


“克隆 位 点 
BBR EE 


3'-ss 


| 


X 


插入 外 显 子 u) 


得 PCR 产物 ， 这 就 是 外 显 子 本 身 。 而 外 显 子 之 外 的 
任何 其 他 DNA 片段 插入 该 质粒 内 含 子 时 ， 由 于 没 
有 剪接 信号 ， 插 人 片段 转录 后 将 与 两 侧 的 内 含 子 一 
道 被 剪除 而 丢失 。 


图 24.2 外 显 子 捕获 法 。 以 克隆 载体 
PSPL) 为 例 ， 这 里 显示 其 简化 形式 。 此 载 
体 有 一 个 SV40 启动 子 (P)， 其 下 游 是 一 
个 B 球 蛋白 基因 (WHE), SPAT 
含有 两 个 外 显 子 〈 蓝 色 ) 和 一 个 内 含 子 
《黄色 ) 〈 位 于 两 个 外 显 子 中 间 ) 的 HIV 
tat 基因 。 内 含 子 -外 显 子 间 包 含 5 端 和 3 
端 剪接 位 点 (ss)。tat 基因 的 内 含 子 包含 
一 个 克隆 位 点 ， 任 何 DNA 片段 都 可 插入 。 
步骤 1: WRF (红色 ) CHA, PWE 
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4 


3-ss 5'-ss 3-ss 
2 | 在 COS 细 胞 中 转录 和 剪接 
A, 


5 | 反 转 录 和 PCR 扩 增 


CpG 岛 (CpG island) ” 另 一 个 发 现 基因 的 技术 
是 基于 人 类 活路 基因 调控 区 多 含有 未 甲 基 化 的 CpG 
序列 ， 而 无 活性 区 的 CpG 序列 几乎 总 是 甲 基 化 的 。 
此 外 ， 许 多 甲 基 化 CpG 位 点 由 于 CpG 抑制 (CpG sup- 
pression) 现象 而 在 进化 过 程 中 丢失 。CpG 抑制 是 指 
FH AREAL, CpG 位 点 中 的 甲 基 化 脱氧 胞 喀 喧 (methylC) 
能 自发 地 脱 氨基 转 为 甲 基 化 尿 喀 啶 CmethylU), 而 U 
与 是 对 等 的 ， 因此， 一 旦 methylC 脱 氨基 即 可 变 为 
T。 如 果 这 种 转变 不 能 被 立即 识别 和 修复 ， 在 下 一 轮 
的 DNA 复制 中 工 将 与 A 配 对 ， 而 且 这 一 突变 将 长 期 
保留 。 相 比 之 下 ， 未 甲 基 化 的 CpG 序列 脱 氨 基 产 生 
的 U 通常 立即 被 识别 并 被 尿 喀 啶 -N- 糖 苷 酶 〈 见 第 
20 章 ) 切除 ， 然 后 由 正常 C 替代 ， 所 以 基因 组 中 未 
甲 基 化 的 CpG 序列 被 保留 下 来 。 

另外 ， 限 制 性 内 切 核酸 酶 Hpa INERI C 
未 甲 基 化 时 才 切 割 CCGG 位 点 。 换 名 话说 ， 它 切割 
含 未 甲 基 化 CpG 的 活路 基因 的 CCGG 位 点 ， 保 留 含 
甲 基 化 CCGG 的 无 活性 序列 。 这 样 ， 遗 传 学 家 就 能 
从 不 被 Hpa 11 HIF) DNA 序列 “大 海 ” 中 扫描 大 
段 DNA 区 域 ， 寻找 Hpa 开 切 割 位 点 的 “岛屿 "。 这 
样 的 位 点 被 称 为 CpG & (CpG island)， 或 HTF 岛 
(HIF island) ， 因 其 产生 Hpa 开 小 片段 。 

小 结 ”图 位 克隆 从 基因 定位 (第 1 章 ) 开始 
将 目的 基因 锁定 到 一 个 相当 小 的 DNA 区 域 ， 定 位 
+ 706 。 


自身 部 分 内 含 子 和 自身 5 剪接 位 点 和 3 前 
接 位 点 。 步 又 2， 将 构建 的 载体 转 染 COS 
细胞 ，COS 细胞 能 转录 插入 片段 ， 并 对 转 
录 物 进行 剪接 。 注意 插 入 的 外 源 外 显 子 
《红色 ) 由 于 带 有 自身 5 剪接 位 点 和 3 DY 
接 位 点 ， 因 而 在 剪接 过 的 转录 物 中 保留 下 
来 。 最 后 (步骤 3 和 4)， 将 转录 物 进行 反 
转录 和 PCR 扩 增 ， 引 物 为 箭头 所 示 。 获 
得 含有 外 来 外 显 子 的 很 多 拷贝 ， 可 用 于 克 
隆 和 测序 。 注意， 非 外 显 子 没有 剪接 位 
点 ， 与 内 含 子 一 起 剪除 ， 不 会 留 到 步骤 3 
中 ， 因 此 无 须 浪费 时 间 研究 。 


确定 依赖 于 一 套 与 目的 基因 所 在 位 置 连锁 的 基因 
组 路 标 landmarker)。 基因组 路 标 有 时 是 基因 ， 
但 更 多 时 候 是 RFLP 位 点 ， 即 导致 个 体 间 特 定 限 
制 酶 片段 长 度 差 异 的 位 点 。 有 几 种 方法 可 用 于 从 
一 大 段 未 测序 DNA 中 鉴定 基因 ， 其 中 一 种 是 借助 
特定 的 载体 克隆 外 显 子 的 外 显 子 捕获 法 ， 还 有 一 
种 是 借助 甲 基 化 敏感 的 限制 酶 寻找 CpG 岛 ， 即 含 
有 未 甲 基 化 CpG 序列 的 DNA 区。 
鉴定 与 人 类 疾病 相关 的 突变 基因 
我 们 以 精确 定位 享 廷 顿 病 基因 这 一 经 典 图 位 克 
隆 实 例 来 阐明 本 节 内 容 。 
享 廷 顿 病 《Huntington disease, HD) 是 一 种 渐 
进 性 神经 紊乱 症 。 该 病 刚 开始 表现 为 无 法 察觉 的 轻 
微 痉挛 和 行动 笨拙 。 多 年 后 ， 症 状 加 重 ， 并 伴随 感 
情 上 的 错乱 。HD 研究 者 Nancy Wexler 这 样 描述 这 
种 恶性 疾病 的 晚期 症状 ; 整个 身体 自发 性 挂 动 ， 季 
体 扭 动 和 面部 扭曲 ， 发 展 到 晚期 的 患者 看 起 来 具有 
戏剧 般 的 表情 。 经 过 10 一 20 年 后 ， 患 者 最 终 死亡 。 
亨廷顿 病 由 一 个 显 性 基因 控制 。 因 此 HD 患者 
的 孩子 患 这 种 疾病 的 概率 为 50%。HD 患者 通过 不 
要 孩子 以 避免 该 病 的 遗传 ， 只 是 HD 患者 通常 直到 
出 生 数 年 后 才 出 现 HD 最初 的 症状 。 
因为 人 们 不 知道 HD 基因 产物 的 特性 ， 所 以 遗 


传 学 家 不 能 直接 找到 这 个 基因 。 能 想到 的 最 好 方法 
是 寻找 一 个 与 HD 紧密 连锁 的 基因 或 标记 。Michael 
Conneally 及 同事 花 了 十 多 年 的 时 间 试 图 找到 这 样 一 
个 连锁 基因 ， 但 是 没有 成 功 。 

随后 ，Wexler、Conneally 和 James Gusell 尝试 
通过 RFLP 发 现 与 HD 连锁 的 遗传 标记 。 所 幸 的 是 
他 们 找到 一 个 非常 大 的 HD 家 族 作为 研究 对 象 ， 生 
活 在 委内瑞拉 Maracaibo 湖 边 的 这 个 大 家 族 的 成 员 
从 19 世纪 早期 就 开始 震 患 HD。 其 中 ,第 一 位 患者 
是 一 位 女性 ， 她 的 父亲 〈 可 能 是 个 欧洲 人 ) 携带 有 
缺陷 基因 。 这 个 家 族 的 家 谱 能 追溯 7 代 以 上 ， 而 且 
每 一 代 的 人 数 不 同 寻常 的 多 : 一 个 家 庭 有 15 一 18 个 


孩子 并 不 少见 。 

Gusella 及 同事 知道 寻找 与 HD 连锁 的 RFLP 位 
点 可 能 需 测试 几 百 个 探 针 ， 但 是 他 们 真 的 很 幸运 ， 
在 第 一 次 测试 的 12 个 探 针 中 ， 有 一 个 ( 称 为 G8) 
探 针 在 Venezuelan 家 族 中 检测 到 一 个 与 HD 紧密 连 
锁 的 RFLP 位 点 。 图 24.3 显示 了 与 探 针 杂交 的 
DNA H Bt) Hind II 识别 位 点 所 在 的 位 置 。 我 们 看 
到 总 共有 7 个 位 点 ， 但 在 这 个 家 族 中 只 发 现 其 中 的 
5 个 。 另 外 两 个 用 星 号 标记 ， 编 号 为 1 和 2 的 位 点 
可 能 存在 也 可 能 不 存在 。 因 此 后 两 个 位 点 具有 多 态 
性 或 变异 性 。 


H H (2) H 
1 


H G8 探 针 的 范围 -| 
的 


多 态 性 Hind 川 限制 酶 位 点 单 倍 体型 
1 2 


37 


150 37 


15.0 49 


图 24.3 与 享 廷 顿 病 基因 相关 的 RFLP。 图 中 显示 了 G8 探 针 杂 交 的 DNA 区 域内 的 Hind M 限制 酶 切 位 
点 。 对 这 个 家 族 的 研究 显示 有 两 个 多 态 性 位 点 ， 分 别 用 星 号 数字 1 ( 蓝 色 ) 和 2 (红色 ) 标记 。 位 点 1 的 
存在 会 产生 15kb 和 2. 5kb 片段 ， 但 是 由 于 2. 5kb 片段 不 能 与 G8 探 针 杂交 ， 因此 无 法 检测 到 。 位 点 1 的 
缺失 仅 产生 17. 5kb 片段 。 位 点 2 的 存在 产生 3. 7kb 和 1. 2kb 片段 ， 而 其 不 存在 时 则 只 产生 4, 9kb 片段 。 
这 两 个 位 点 的 存在 与 缺失 的 4 种 组 合 产生 4 种 单 倍 体型 (A 一 D)， 在 图 的 右边 列 出 ， 旁边 是 多 态 性 Hind 
TIT 位 点 和 G8 探 针 在 每 种 单 倍 体型 中 检测 到 的 Hind JII 片段 。 例 如 ， 单 倍 体型 A 有 位 点 2， 缺失 位 点 1, 
Hind I 酶 切 后 产生 17. 5kb、3. 7kb、1. 2kb 片段 。2. 4kb 和 8. 4kb 片段 也 能 被 G8 探 针 检测 到 ， 但 是 由 于 


它们 在 4 种 单 倍 体型 都 存在 ， 因 此 不 考虑 。 


让 我 们 看 看 这 两 个 限制 酶 酶 切 位 点 存在 与 可 是 
如 何 产生 RFLP 的 。 位 点 1 缺失 ， 产 生 一 个 17. 5kb 
的 片段 。 而 位 点 1 存在 时 ，17. 5kb 的 片段 将 被 切 成 
15kb 和 2. 5kb 两 个 片段 。 由 于 2. 5kb 片段 在 G8 探 针 
杂交 区 之 外 ， 因 此 放射 自 显影 仅 显 示 出 15kb 片段 。 
位 点 2 缺失 ,产生 4.9kb 片段 ,而 位 点 2 存在 时 ， 
4. 9kb 片段 将 被 再 分 为 3. 7kb 和 1. 2kb 两 个 片段 。 

这 两 个 多 态 性 Hind II 位 点 有 四 种 可 能 的 单 倍 
eB (haplotype) (在 单个 染色 体 上 的 等 位 基 
分 别 标记 为 A~D, 


单 倍 体型 位 点 1 位 点 2 观察 到 的 片段 
A 缺失 ”存在 17.5kb, 3. 7kb, 1. 2kb 
B 缺失 缺失 17.5kb、4.9kb 
È 存在 FEE 15.0kb, 3.7kb, 1.2kb 
D 存在 缺失。 15.0kb、4. 9kb 


术语 单 倍 体型 (halotype) 是 单 倍 体 基因 型 
Chaploid genotype) 的 缩写 ， 强 调 每 个 家 族 成 员 经 遗 
传 而 得 到 两 个 单 倍 体型 ， 一 个 来 自 父亲 ， 一 个 来 自 
母亲 。 例 如 ， 一 个 人 从 父亲 遗传 获得 A 单 倍 体型 ， 
从 母亲 获得 D 单 倍 体型 ， 因 此 这 个 人 的 基因 型 〈 一 
对 单 倍 体型 ) 为 AD。 有 时 不 同 的 基因 型 无 法 区 分 ， 
如 一 个 AD 基因 型 的 人 和 一 个 BC 基因 型 的 人 有 同 
样 的 RFLP 模式， 因为 所 有 的 5 个 片段 在 两 种 情况 
下 均 出 现 。 通过 检测 双亲 的 基因 型 可 以 推测 其 真实 
基因 型 。 图 24. 4 显示 了 以 放射 性 G8 探 针 对 两 个 家 
族 进行 Southern 印迹 分 析 的 放射 自 显影 结果 。 对 
AC 基因 型 而 言 ，17. Skb 和 15kb 片段 迁移 后 非常 相 
近 ， 因 此 当 两 者 都 存在 时 很 难 被 区 分 开 。 然 而 ， 仅 
含 17. 5kb 片段 的 AA 基因 型 很 容易 与 仅 含 15kb 片 
Eh) CC 基因 型 区 分 。 基 于 4. 9kb 片段 的 存在 ， 可 
以 判断 在 第 一 个 家 族 中 存在 B 单 倍 体型 。 
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图 24. 4 Southern 印迹 检测 两 个 家 族 成 员 的 Hind IM 限制 酶 酶 切片 段 (与 G8 探 针 杂交 )。 右 边 列 出 放射 
自 显影 条 带 的 大 小 。 顶 端 列 出 4 个 亲 代 中 的 3 个 及 其 所 有 孩子 的 基因 型 。 由 于 其 中 一 对 父母 之 一 死亡 ， 其 
基因 型 无 法 确定 。 (Source: Gusella, J. F., N.S. Wexler, P.M. Conneally, S. L. Naylor, M. A. Ander- 
son, R. E. Tauzi, et al., A polymorphic DNA marker genetically linked to Huntington's disease. Nature 
306; 236, Copyright © 1983 Macmillan Magazines Limited. ) 


到 底 哪 个 单 倍 体型 与 Venezuelan 家 族 的 HD 相 
关 呢 ? 图 24. 5 能 够 证 明 是 C。 几 乎 所 有 携带 这 种 单 
售 体 型 的 个 体 都 不 有 这 种 疾病 ， 即 使 还 没有 发 病 ， 
也 几乎 可 以 肯定 他 以 后 会 患 这 种 病 。 根 据 图 24.5 也 
能 断定 缺乏 C 单 倍 体型 的 个 体 不 会 患 病 。 这 一 方法 
能 非常 准确 地 预测 该 家 族 成 员 是 否 携带 HD 相关 基 


因 。 对 一 个 美国 家 族 进行 的 类 似 研究 表明 ，A 单 倍 
体型 与 家 族 的 HD 连锁 。 因 此 ， 每 一 家 族 与 HDX 
联 的 单 倍 体型 不 同 ， 但 在 一 个 家 族 内 ， 这 个 RFLP 
位 点 与 HD 的 连锁 非常 紧密 ， 所 以 这 些 位 点 间 的 重 
组 非常 罕见 。 到 此 我 们 可 以 理解 RFLP 位 点 可 作为 
图 谱 定位 的 遗传 标记 ， 就 好 像 它 是 一 个 基因 。 
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图 24.5 Venezuelan ARM HD 病 的 家 系 图 庶 分 析 。 家 庭 成 员 中 被 确定 忠 有 此 病 的 用 紫色 标记 。 应 该 注意 
的 是 ， 很 多 带 有 C 单 倍 体型 的 成 员 已 经 患 上 此 病 ， 未 患 病 的 则 缺乏 C 单 倍 体型 。 这 样 ，C 单 倍 体型 与 HD 
病 有 很 高 的 相关 ， 相 应 的 RFLP 与 HD 基因 紧密 连锁 。 


HD 与 特定 DNA 区 (该 区 能 与 G8 探 针 杂交 ) 
连锁 的 发 现 也 为 Gusella 及 同事 将 HD 定位 到 人 4 号 
染色 体 上 提供 了 可 能 ， 为 实现 这 一 目的 他 们 建立 了 
人 鼠 杂 交 细 胞 系 ， 且 每 个 系 只 含 少量 的 人 染色 体 ， 
将 这 些 细胞 系 的 DNA 与 放射 性 G8 探 针 杂交 ， 发 现 
只 有 含 4 号 染色 体 的 细胞 系 能 与 之 杂交 ， 与 其 他 染 
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色 体 存在 与 否 无 关 。 因 此 可 以 确认 人 类 4 号 染色 体 
携带 HD 基因 . 

到 此 为 止 ，HD 图 谱 定 位 研究 组 的 工作 一 直 都 
很 顺利 。 而 随后 将 HD 基因 定位 到 4 号 染色 体 远 末 
端 却 费 了 很 大 的 周折 。 由 于 该 染色 体 的 末端 是 遗传 
信息 贫乏 的 重复 序列 ， 给 研究 带 来 了 很 多 困难 。 最 


后 ， 在 徘徊 于 被 Gusella 称 之 为 遗传 “废品 站 -重复 
序列 ” 数 年 之 后 ，Gusella 及 研究 组 把 注意 力 转向 更 
有 希望 的 区 域 。 图 谱 定位 工作 提示 HD 基因 并 不 存 
在 于 4 号 染色 体 的 最 未 端 ， 而 是 在 距 末端 数 百 万 碱 
基 的 一 个 2. 2Mb 的 区 域内 。 就 筛 查 基 因而 言 ， 除 非 
你 已 经 知道 这 段 DNA 的 序列 ， 否 则 超过 2Mb 碱 基 
的 DNA 是 一 个 极为 庞大 的 DNA， 因 此 Gusella 决定 
将 研究 集中 于 一 个 在 约 1/3 HD 患者 (这 些 患 者 似乎 
有 共同 的 祖先 ) 中 均 很 保守 的 500kb 区 域 。 

一 个 500kb 的 人 类 基因 组 区 段 平均 包含 约 5 个 
基因 ， 为 了 找到 它们 ，Gusella 及 同事 用 外 显 子 捕获 
法 确定 了 少数 几 个 外 显 子 克隆 。 继 而 以 这 些 外 显 子 
为 探 针 检测 CDNA SCRE, RER DNA 区 转录 产 
% (Bll mRNA) 反 转 录 的 DNA 拷贝 。 其 中 的 一 个 
称 为 IT15 (interesting transcript number 15) 的 克 
隆 与 cDNA 杂交 ， 并 确定 该 EDNA 为 一 较 大 (包含 
10 366 个 核 背 酸 ) 的 转录 物 ， 编 码 一 个 较 大 (3144 
个 氨基 酸 ) 的 蛋白 质 。 根 据 此 cDNA 序列 推测 的 蛋 
白质 与 任何 已 知 蛋白 质 无 相似 性 ， 因 此 没有 任何 证 
据说 明 它 就 是 HD 基因 。 然 而 这 个 基因 中 重复 的 23 
个 CAG 三 联 体 拷贝 (其 中 一 个 是 CAA)， 即 编码 一 
段 23 个 谷 氨 酰 胺 的 肽 链 ， 确 实 很 令 人 好 奇 。 

这 真 的 就 是 HD 吗 ? Gusella 小 组 通过 比较 75 
个 HD 家 族 中 患 HD 和 不 患 HD 个体 间 该 基因 的 差 
St, 结果 显 示 此 基因 正 是 HD。 在 所 有 未 患 病 个 体 
中 ，CAG 重复 数 为 11~34， 且 98% 的 未 患 病 者 有 
24 或 更 少 的 重复 数 。 在 所 有 患 病 个 体 中 ，CAG 重 
复数 至 少 42 个 ， 甚 至 高 至 100。 因 此 ， 通 过 查看 该 
基因 中 CAG 的 重复 数 就 可 预测 一 个 人 将 来 是 否 会 串 
HD, 

而 且 ，HD 的 严重 性 或 发 病 年 龄 与 CAG 的 拷贝 
数 有 一 定 程度 的 相关 。 患 者 群 中 重复 数 低 (现在 知 
道 是 36~40》 的 人 通常 在 症状 出 现 前 都 能 很 好 地 生 
存 到 成 年 ， 而 重复 数 高 的 人 倾向 于 在 儿童 期 即 出 现 
症状 。 极 端的 例子 是 CAG 重复 数 最 高 ( 约 100) 的 
个 体 竟然 早 在 两 岁 时 就 开始 出 现 症状 。 

最 后 ， 有 两 个 患者 出 现 症状 时 其 父母 还 没有 出 
现 症状 。 在 这 两 个 病例 中 ， 患 者 的 CAG 重复 数 增加 
了 ， 而 其 父母 的 CAG 重复 数 并 没有 增加 。 新 的 突变 
《增加 CAG 重复 数 ) 虽然 在 HD 中 很 少 发 生 ， 但 还 
是 引发 了 上 述 两 个 病例 ， 这 是 显而易见 的 。 

另 一 种 证 明 该 基因 确实 是 HD 的 方法 是 对 其 进 
行人 为 突变 ， 并 证 明 这 些 突变 有 神经 病 学 效应 。 很 
显然 ， 如 果 这 个 基因 就 是 ED， 不 可 能 在 人 身上 做 
实验 ,但 对 小 鼠 是 可 行 的 。 所 幸 的 是 HD 在 包括 小 
鼠 在 内 的 很 多 物种 中 是 保守 的 ， 小 鼠 中 这 个 基因 是 
Hdb。1995 年 ，Michael Hayden 小 组 通过 靶 向 破坏 


Hdb 的 外 显 子 5 构建 基因 项 除 鼠 (第 5 章 ) 。 结 果 纯 
合 的 基因 项 除 鼠 死 在 子 官 中 。 而 杂 合 的 基因 项 除 鼠 
能 够 存活 ， 却 显示 出 与 神经 细胞 功能 降低 相应 的 智 
力 降低 。 这 一 结果 强调 了 Hdb GHR HD) 在 大 
脑 中 起 重要 作用 ， 这 正 是 我 们 对 HD 基因 所 预 
测 的 。 

怎样 将 这 一 新 发 现 应 用 在 实际 工作 呢 ? 一 个 显 
而 易 见 的 方法 是 通过 精确 的 遗传 学 第 查 检测 可 能 串 
该 病 的 人 。 实 际 上 ， 通 过 计算 CAG 重复 数 ， 甚 至 能 
预测 出 发 病 年 龄 。 然 而 ， 这 种 信息 有 利 也 有 观 ， 因 
为 可 能 造成 患者 心理 上 摧毁 性 的 打击 。 我 们 真正 需 
要 的 当然 是 使 患者 恢复 健康 ， 但 那 可 能 是 一 个 漫长 
的 过 程 。 

为 找到 HD 的 有 效 治疗 方法 ， 至 少 需 要 回答 以 
下 两 个 问题 。 第 一 ，HD 产物 [ 现 称 为 huntingtin 蛋 
白 〈Htt)] 的 正常 功能 是 什么 ? 为 了 回答 这 一 问题 ， 
遗传 学 家 构建 了 携 有 增加 了 多 聚 谷 氨 酰 胺 的 HD 基 
因 的 转基因 小 鼠 ， 这 些小 鼠 表 现 出 和 HD 患者 一 样 
的 神经 传递 素 受 体 变异 。 而 且 ， 微 阵列 分 析 表 明 转 
HD 基因 小 鼠 中 编码 神经 传递 素 受 体 的 基因 表达 发 
生 了 改变 ， 胞 内 信号 发 送 系统 也 随 之 发 生 了 改变 。 
很 明显 ， 对 神经 细胞 中 神经 传递 素 受 体 和 信号 发 送 
系统 的 破坏 会 给 神经 功能 带 来 极 大 的 负面 影响 。 

有 意思 的 是 转 HD 基因 小 鼠 体 内 表达 水 平 发 生 
改变 的 基因 也 包括 一 些 Spl 激活 因子 的 靶 点 。 更 有 
意思 的 是 发 现 Spl 转录 激活 域 富 含 谷 氨 酰 胶 ， 该 区 
与 TAFu130〈 人 类 对 应 果 蝇 TAF) 110 的 同 源 物 ， 
第 11 章 ) 的 谷 氨 酰胺 富 含 区 相互 作用 激活 人 类 基 
因 。 一连 串 的 推理 提示 以 下 假说 ， 携 有 过 量 谷 氨 本 
胺 的 突变 享 廷 顿 蛋白 可 能 与 Spl 强烈 互 作 而 阻止 了 
Spl 5 TAF 130 的 结合 ， 继 而 阻止 了 Spl 激活 编码 
神经 传递 所 需 蛋 白质 相应 基因 的 表达 ， 导 致 神经 功 
能 的 衰退 和 HD 症状 出 现 。 

2002 年 ，Dmitri Krainc 及 同事 报道 了 支持 这 一 
假设 的 证 据 。 首先 ， 他 们 利用 酵母 双 杂交 系统 分 析 
证 明 Spl Al TAF) 130 都 能 与 正常 享 廷 顿 蛋白 相互 作 
用 ， 且 Spl (但 不 是 TAFn130) 能 与 突变 亨廷顿 蛋 
白 发 生 更 强 的 互 作 。 其 次 ， 在 培养 的 转 HD WKN 
细胞 中 转 入 并 共 表达 Spl 和 TAFn130 基因 ， 结 果 阻 
止 了 突变 HD 对 神经 传递 素 受 体 基 因 (F Ek D2 
SEMA) 转录 的 抑制 。 这 个 结果 被 认为 是 转 人 的 
Spl 基因 表达 了 过 量 Spl 所 引起 ， 因 为 这 些 Spl 会 
占用 突变 的 享 廷 顿 蛋白 。 最 后 ， 一 个 证 据 是 HD 患 
者 死 后 的 脑 组 织 中 可 溶性 的 突变 亨廷顿 蛋白 阻 断 了 
Spl 与 其 DNA 技 点 结合 的 能 力 。 

基因 组 数据 的 优点 ”在 数 年 的 图 位 克隆 研究 中 ， 
主要 的 时 间 都 耗费 在 对 可 疑 DNA 区 段 的 测序 ， 并 
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TRE ET RE TE “ERK. ”只 要 我 们 仍然 有 兴趣 寻找 生物 体 的 性 状 相关 基因 ， 
随 着 人 类 基因 组 计划 的 完成 ， 图 位 克隆 已 经 变 得 比 ”图 位 克隆 就 将 继续 发 挥 重 要 作用 。 基 因 组 全 序列 的 
较 容易 。 正 如 多 年 来 一 直 从 事 小 鼠 基 因 图 位 克隆 研 。 “获得 只 是 使 图 位 克隆 更 为 容易 。 

究 的 遗传 学 家 Neal Copeland 所 说 , “有 基因 组 序列 小 结 # RFLP， 遗 传 学 家 将 亨廷顿 病 相 
前 ,我 们 经 历 15 年 获得 了 10 个 可 能 的 癌症 相关 基 关 基 因 CHD) 定位 到 邻近 4 号 染色 体 末端 的 一 
因 ， 而 一 旦 有 了 全 基因 组 序列 ， 只 需 数 月 就 一 次 性 。 个 区 域 。 继而 用 外 显 子 捕获 法 确定 了 该 基因 。 引 
得 到 了 130 个 基因 ”。 当 然 他 说 的 是 小 鼠 基 因 组 , 但 起 这 种 疾病 的 突变 是 基因 中 CAG 重复 序列 从 正 
同样 的 原理 也 适用 于 人 类 。 且 小 鼠 图 位 克隆 研究 鉴 。 ” 常 的 11~34 个 拷贝 增加 到 至 少 38 个 拷贝 。 这 些 
定 出 的 基因 常常 也 能 在 人 类 中 引起 类 似 的 症状 。 因 额外 的 CAG 重复 序列 导致 额外 的 谷 毛 酰胺 插入 
此 ， 基 因 组 研究 最 大 的 好 处 是 加 速 了 发 现 人 类 疾病 ERE. 

基因 的 进程 。 但 不 能 因此 认为 图 位 克隆 已 经 过 时 ， 


知识 窗 24. 1 
| 遗传 筛 查 中 的 问题 

既然 我 们 已经 确定 了 引起 Huntington Æ, MRA HAL (cystic fibrosis, CF) 以 及 其 他 一 些 严 重 疾病 
的 基因 ， 如 何 应 用 这 些 知识 呢 ? 我 们 确实 能 够 鉴定 出 这 些 遗 传 病 的 提 带 者 以 及 这 类 疾病 的 潜在 患者 ， 这 
听 起 来 是 个 好 事 ， 一 般 而 言 这 的 确 是 好 事 ， 但 也 存在 一 些 伦理 上 的 问题 。 

来 看 一 个 实例 ， 收 养 所 打算 安置 一 个 母亲 患 有 HD HR, KA BAO KAMA SH T HK 
病 基 因 。 然 而 ， 被 咨询 的 遗传 学 家 Michael Conneally 决定 不 对 这 个 女 婴 做 检测 。 理 由 如 下 ; 如 果 检 测 结 
果 星 阳性 且 以 后 被 女孩 知道 ， 她 将 知道 自己 注定 要 患 HD 症 , 许多 这 类 疾病 的 潜在 患者 无 法 接受 自己 措 
带 遗 传 病 基 因 的 事实 ， 因 此 他 们 选择 不 做 这 项 检测 。 而 且 在 此 例 中 ， 女 婴 太 小 还 不 能 由 自己 做 出 选择 。 

最 近 ， 决 定 是 否 需 要 知道 自己 是 不 是 HD 基因 携带 考 的 问题 变 得 更 为 复杂 。 现 在 通过 计算 HD 基因 
中 CAG 的 重复 次 数 ， 就 可 以 预测 HD 发 病 年 龄 。 以 前 人 们 可 能 会 侥幸 地 认为 ， 即 使 一 个 人 撞 带 了 HD 
基因 ，HD 还 可 能 在 其 很 老 的 时 候 才 发 生 。 现 在 连 这 样 的 希望 也 因 址 传 检测 破灭 了 。 

另 一 种 进退 两 难 的 处 境 会 在 如 下 情形 中 发 生 : 一 女性 的 父亲 是 HD 患者 ， 因 此 她 有 患 此 病 的 可 能 ， 
而 一 旦 知道 自己 遗传 了 月 局 基因 ， 她 将 无 法 承 爱 ， 于 是 决定 不 做 检测 。 随 后 ， 地 怀孕 了 ， 和 大 夫 想 要 一 
个 没有 遗传 续 陷 的 孩子 ， 否 则 就 不 要 。 他 们 可 以 通过 羊水 诊断 检测 胎儿 的 基因 型 ， 如 果 站 果 是 并 性 的 ， 
这 对 夫妇 对 孩子 的 忧虑 消除 ， 并且 母 亲 对 自己 的 未 来 满怀 项 望 ， 但 是 阳性 结果 对 她 自己 及 婴儿 都 是 极为 

Roth 
| RET IR ER EE HE a e (CF) 而 言 又 会 引发 其 他 的 一 系列 问题 。 胞 党 纤 维 化 症 是 美 
DLE PRE RARE. 1/29 GHAR CF 携带 者 ， 且 超过 1/4000 的 白 种 人 儿童 为 CF 纯 合子 
HRs, 既然 CF 基因 已 被 鉴定 ， 预 计数 百 万 人 想 利用 这 项 检测 来 帮助 他 们 制定 生育 补 划 : RO, 
1989 年 ， 美 国人 类 遗传 学 会 要 求知 停 这 项 首 查 。 

有 两 个 主要 阻 厂 。 首先， 尽管 我 们 期 望 CF 仅 由 少量 几 种 突变 引起 ， 但 这 些 突变 的 救 量 在 2001 年 已 
超过 900 个 ， 其 中 约 有 20 个 突变 是 常见 的 。 即 使 这 样 ， 我 们 也 只 能 发 现 所 有 携带 者 中 的 85% 一 90 站 。 即 
使 检 出 率 达 到 90% 、 还 是 只 能 检 出 离 危 夫妇 中 的 81% (0.9X0.9 二 0. 81)。 其 余 近 20% 的 夫妇 由 于 漏 检 
可 能 会 生 一 个 患 病 儿 ， 这 样 的 结果 远 不 理 起 ， 检 测 机 构 也 担心 给 出 的 建议 不 够 完善 

即使 检测 结果 非常 理 起， 仍然 有 一 些 问题 。 主 要 的 困难 是 检测 任务 很 放大 。 因 为 ,CF 症 狠 常见 ， 大 
部 分 即将 成 为 父母 的 人 可 能 都 需要 做 这 项 检测 ， 仅 在 美国 ， 就 有 约 1. 5 亿 人 口 处 于 生 青年 齿 ， 即 使 可 以 
检测 这 么 多 人 ， 还 得 有 人 向 他 们 解释 检测 结果 意味 着 什么 ， 我 们 远 没 有 这 么 多 专业 的 遗 待 学 顾问 < 
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一 个 考虑 不 充分 的 计划 将 带 给 我 们 什么 ? HERRAR AE (sickle cell disease) 的 经 验 给 我 
们 留 下 了 教训 。 在 20 世纪 70 年 代 早 期 ， 美 国 许多 州 闫 布 法 律 要 求 美 籍 非 裔 检测 是 否 的 带 镰 状 贫血 症 基 
因 ， 但 是 却 没有 提供 恰当 的 咨询 服务 ， 造 成 令 人 遗憾 的 结果 。 其 一 是 许多 仅 为 鲜 状 贫血 症 基因 的 提 带 者 
被 错误 地 判定 患 有 此 病 。 还 有 ， 建 议 镀 状 贫血 基因 的 携带 者 不 要 孩子 ， 这 在 白人 中 很 常见 ， 但 却 被 一 对 
美 籍 非 韶 夫妇 拟 带 者 以 种 族 歧 视 起 诉 。 而 且 ， 某 些 携带 者 的 隐私 权 没 有 得 到 尊重 ， 导 致 人 寿 保 险 公司 拒 
绝 为 某 些 镶 状 贫血 症 基因 携带 者 投保 。 这 样 的 结果 使 原来 站 在 提供 帮助 的 计划 失去 了 人 们 的 信任 。 因 此 ， 
很 少 有 人 做 检测 ， 采 纳 检 测 结果 为 其 计划 生育 提供 帮助 的 人 就 更 少 了 。 

尽管 存在 这 些 问 题 ， 在 2001 年 底 时 ， 经 改进 的 CF 基因 检测 的 准确 性 已 经 相当 好 了 。 美 国 妇 产 医师 
学 院 (American College of Obstetricians and Gynecologists, ACOG) 提出 了 两 个 建议 。 一 是 往 导 为 任何 
想 进行 CF 检测 的 怀孕 妇女 做 检测 ; 二 是 倡导 为 CF 高 危 的 同 种 族 夫 妇 提 供 关于 该 病 的 信息 。 他 们 出 版 了 
一 本 名 为 《 胞 党 纤维 化 据 带 考 检测 : 由 你 做 主 》(Cystic Fibrosis Carriers Testing: The Decision is yours) 
的 小 册子 ， 用 通俗 易 懂 的 语言 和 专业 词汇 对 胞 乏 纤 维 化 症 的 生物 学 和 遗传 学 特性 、 检 测 方法 和 检测 结果 
的 意义 做 了 解释 。 医 生 可 以 很 方便 地 将 这 本 小 册子 推荐 给 被 检 者 。 

以 上 这 些 例子 展示 了 人 们 在 必须 进行 遗传 检测 时 所 面临 的 艰难 选择 ， 以 及 这 类 测试 可 能 给 人 们 带 来 
的 心理 冲击 。 而 涉及 强制 检测 时 又 会 产生 截然 不 同 的 问题 。 例 如 ， 保 险 公司 要 求 遗 传 检 查 是 否 符合 伦理 ? 
HD AXP RAM (Alzheimer) 病 检 测 阳性 的 人 买 健康 保险 时 可 能 会 遗 到 保险 公司 的 拒绝 ， 或 者 被 迫 支 
村 过 于 高 郧 的 保险 金 。 这 样 的 事 在 刍 状 贫血 症 遗 传 基因 鬼 带 者 中 发 生 过 。 如 果 被 保险 人 由 于 自己 所 不 能 
控制 的 基因 而 负担 过 重 是 不 公平 的 ， 那 么 在 买 人 寿 保险 前 被 要 求 做 基因 检测 公平 吗 ? 要 知道 人 寿 保险 公 
司 总 是 在 客户 投保 时 要 求 健康 证 明 ， 基 因 检 测 被 简单 地 认为 是 健康 证 明 的 一 部 分 。 

让 我 们 进一步 思考 这 个 问题 。 假 设 人 寿 保 险 公 司 支 付 了 基因 检测 费用 ， 并 且 发 现 灶 个 人 可 能 会 发 展 
为 阿尔 荧 海 默 病 ， 假 如 保险 公司 与 其 他 人 共享 这 一 信息 一 一 如 患者 的 老板 或 者 将 成 为 他 老板 的 人 ， 这 是 
SHEER? 这 些 信 息 毫 无 疑问 将 对 当事人 长 期 的 健康 状况 给 出 一 些 暗示 ， 这 些 信息 也 必定 会 使 当事人 
从 此 背负 沉重 的 心理 负担 ， 甚 至 导致 其 失业 。 在 一 些 大 公司 ， 如 果 保 险 业 者 就 是 雇主 ， 问 题 就 更 麻烦 了 。 

这 些 辐 手 的 问题 没有 简单 的 答案 ,但 是 随 着 越 来 越 多 的 遗传 病 检 测 手 段 的 改进 我 们 必须 面 对 这 些 
现实 的 问题 。 最 后 ， 如 果 遗 传 学 研究 确实 可 以 找到 有 效 的 治疗 手段 ， 这 些 问题 将 迎刃而解 。 


(UAG、UAA、UGA) 处 结束 ， 即 细菌 或 噬菌体 的 
ORF 与 基因 的 编码 区 是 一 致 的 。 

还 可 以 从 该 噬菌体 的 碱 基 序列 推断 其 所 有 蛋白 
质 的 氨基 酸 序列 ， 只 需要 依据 遗传 密码 子 表 将 每 个 
ORF 的 DNA 碱 基 序列 翻译 成 对 应 的 氨基 酸 序列 即 
可 。 这 项 工作 似乎 很 费力 , 但 个 人 电脑 瞬间 即 可 


24.2 基因 组 测序 


正如 所 预期 的 ， 第 一 个 完成 全 基因 组 测序 的 基 
因 组 一 定 是 非常 简单 的 。E. coli PX 174 噬菌体 的 基 


因 组 就 非常 简单 ，Frederick Sanger (DNA 测序 的 双 
脱氧 链 末 端 终止 法 发 明 人 ) 于 1977 年 测 得 这 个 
5375nt 的 基因 组 的 序列 。 

从 这 个 序列 中 可 以 获得 哪些 信息 呢 ? 首先 ， 可 
以 精确 地 对 所 有 基因 的 编码 区 定位 ， 精 确 地 判断 基 
因 间 的 空间 关系 及 基因 间 的 距离 。 如 何 识别 编码 区 
R? 编码 区 包含 一 个 可 读 框 〈ORF)， 即 一 段 相对 较 
长 的 足以 编码 一 个 噬菌体 蛋白 的 区 段 。 而 且 ORF 总 
是 起 始 于 三 联 密码 ATG (偶尔 是 GTG)， 对 应 于 翻 
译 起 始 密码 子 AUG (或 GUG)， 并 于 终止 密码 子 


完成 。 

Sanger 对 9X174 MHE ORF 进行 分 析 的 结果 
有 些 出 乎 预料 且 令 人 迷惑 ， 有 些 叭 菌 体 基因 是 重 私 
的 。 如 图 24. 6a 所 示 ， 基 因 B 的 编码 区 在 基因 A 
中 ， 基 因 EE 的 编码 区 在 基因 D 中 。 而 基因 DMJ 的 
编码 区 有 一 个 碱 基 的 重 玻 。 两 个 基因 如 何 占据 相同 
的 位 置 却 能 编码 不 同 的 蛋白 质 呢 ? 这 是 因为 两 个 基 
因 以 不 同 的 ORF 进行 翻译 (图 24. 6b)。 在 这 两 个 
ORF 内 会 遇 到 完全 不 同 的 密码 子 串 ， 两 个 蛋白 质 产 
物 也 就 完全 不 同 了 。 
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图 24.6 噬菌体 X174 的 遗传 图 谱 。 


(a) 每 个 字母 代表 一 个 噬菌体 基因 。(b〉 @X174 的 重合 可 读 框 。 基 


AD (红色 ) 从 图 中 所 标的 1 号 碱 基 开始 一 直到 459 号 碱 基 结束 ， 对 应 于 氨基 酸 1 一 152 位 ， 外 加 一 个 终止 
密码 子 TAA。 图 中 的 点 表示 未 标 出 的 碱 基 或 氨基 酸 。 图 中 只 显示 了 非 模板 链 。 基 因 已 ( 蓝 色 ) 从 179 位 碱 
基 开 始 到 454 位 结束 ， 对 应 于 氨基 酸 1 一 90 位 ， 另 加 一 个 终止 密码 子 TGA。 该 基因 的 可 读 框 比 基 因 万 向 后 
移动 了 一 个 碱 基 。 基 因 ] ORB) 从 459 号 碱 基 开始 ， 其 可 读 框 只 在 左边 与 基因 D 有 一 个 碱 基 的 重 得 。 


这 的 确 是 一 个 有 趣 的 发 现 ， 随 之 而 来 的 问题 是 ， 
这 种 现象 普遍 吗 ? 迄今 为 止 ， 基 因 重奏 现象 几乎 为 
病毒 所 特有 。 这 不 奇怪 ， 因 为 这 些 拥有 小 基因 组 的 
简单 遗传 系统 ， 提 高 遗传 物质 的 使 用 效率 极为 重要 。 
加 之 病毒 有 很 惊人 的 复制 能 力 ， 在 无 数 次 的 传代 过 
程 中 ， 进 化 使 其 基因 组 更 加 完美 。 

随 着 自动 测序 技术 的 出 现 ， 遗 传 学 家 在 测 得 全 
序列 基因 组 的 清单 中 增加 了 一 些 更 大 的 基因 组 。 
1988 年 ，D, J. McGeoch 及 同事 公布 了 一 个 重要 的 
人 类 病毒 (单纯 疱疹 病毒 D) 的 序列 ， 该 病毒 的 基 
因 组 相对 较 大 ， 为 152 260bp。1995 年 Craig Ven- 
ter, Hamilton Smith 及 同事 测定 了 流感 哮 血 杆菌 
(Haemopbilus influenzae) 和 生殖 道 支原体 (My- 
coplasma genitalium) 两 种 细菌 基因 组 的 全 部 碱 基 
序列 流感 嗜 血 杆菌 (Rd 株 ) 基因 组 全 长 
1830 137bp， 是 第 一 个 被 测定 的 非 寄 生 (free-liv- 
ing) 生物 基因 组 全 长 序列 。 生 殖 道 支原体 基因 组 仅 
580 000bp， 是 所 有 已 知 非 寄 生生 物 中 最 小 的 基因 
组 ， 仅 含 大 约 470 个 基因 。 

1996 年 4 月 ， 国 际 实验 室 联盟 (International 
Consortium of Laboratory) 的 领导 宣布 了 另 一 个 基 
因 组 测序 史上 的 里 程 碑 : 长 达 120 000 000bp 的 酿酒 
WEEE (Saccharomyces cerevisiae) 基因 组 全 长 测序 完 
成 。 这 是 第 一 个 被 测定 的 真 核 生物 全 长 基因 组 。 
1996 年 晚 此 时候， 生命 的 第 三 种 形式 古 菌 (ar- 
chaea) 的 首 个 生物 体 [ 往 氏 甲烷 球菌 〔Methanococ- 
cus jannaschii)] 的 基因 组 全 长 被 测定 。 

接着 ，1997 年 ， 期 待 已 久 的 E. coli 基因 组 全 长 
46 000 000bp 序列 被 报道 。 虽 然 长 度 仅 是 酵母 基因 
组 的 大 约 1/3， 但 是 E. coli 作为 遗传 学 研究 工具 的 
重要 性 使 得 这 项 工作 同样 具有 里 程 碑 意义 。 

1998 年 ， 第 一 个 动物 基因 组 ， 秀 丽 隐 杆 线虫 
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(Caenorbabditis elegans) 基因 组 被 报道 。2000 年 ， 
第 一 个 植物 基因 组 ， 十 字 花 科 植 物 拟 南 并 (Arabi- 
dopsis thaliana) 的 基因 组 测序 完成 。 由 于 秀丽 隐 杆 
线虫 和 拟 南 并 的 基因 组 小 、 生 活 周期 短 、 遗 传 实验 
易于 操作 而 被 选 为 模式 生物 (model organism) 用 于 
研究 。 秀 丽 隐 杆 线虫 的 另 一 个 有 利 条 件 是 其 只 有 不 
到 1000 个 细胞 ， 而 且 是 透明 的 ， 因 此 它 每 一 个 细胞 
的 发 育 都 能 够 被 可 视 化 跟踪 。 另 外 两 个 有 名 的 模式 
生物 是 果 蜗 (Drosopbila melanogaster) 和 小 家 鼠 
(Mus musculus)， 这 两 种 生物 的 基因 组 分 别 于 2000 
年 和 2002 年 报道 。 也 是 在 2000 年 ， 热 切 期 盼 的 人 
类 基因 组 序列 草图 公布 。2001 年 ， 人 类 基因 组 “ 工 
作 草 图 ”发 表 。 

2002 年 ， 一 些 重要 的 基因 组 〈 至 少 是 以 基因 组 
草图 的 形式 ) 陆续 被 报道 。 其 中 包括 引起 痉 疾 的 单 
细胞 寄生 虫 恶 性 疙 原虫 (Plasmodium falciparum) 
及 其 主要 携带 者 症 蚊 (Anopbeles gambiae) 的 基因 
组 均 见报 道 。 这 些 基因 组 的 揭晓 无 疑 对 我 们 设计 更 
好 的 方法 来 控制 首 疾 有 很 大 帮助 。 两 种 常见 水 稻 
(Oryza sativa) 品种 的 基因 组 草图 也 是 在 2002 年 公 
布 的 ， 这 是 第 一 个 完成 测序 的 谷类 植物 基因 组 ， 此 
项 工作 在 人 类 营养 方面 具有 深远 的 意义 ， 因 为 谷类 
尤其 是 稻米 是 世界 大 部 分 人 口 的 主食 。 

2002 年， 另外 两 种 脊 椎 动物 ， 东 方 红 鳍 钝 
(Fugu rubripes) 和 小 家 鼠 的 基因 组 序列 发 表 。 将 这 
些 序列 与 人 类 基因 组 序列 比较 ， 可 进一步 认识 脊椎 
动物 的 进化 历程 。 另外， 玻璃 海 藉 (Ciona intesti- 
nalis) 基因 组 序列 的 揭示 也 有 助 于 进化 研究 。 玻 璃 
海 鞘 的 成 体 为 固着 生物 ， 常 吸附 于 岩石 和 港口 桩 基 
上 。 虽然 海 蒜 与 消 椎 动物 类 似 的 方面 很 少 , 但 是 其 
幼虫 形似 师 旦 ， 由 软骨 组 织 构成 的 消 柱 结构 有 些 类 
UFER. Alt, SMAHRAW. EPRESH 


椎 动物 同属 一 个 门 。 将 海 畏 基 因 组 与 背 椎 动物 以 及 
线虫 、 果 蝇 等 非 脊 椎 动物 的 基因 组 进行 比较 ， 将 使 
我 们 对 消 椎 动物 的 进化 有 了 更 深刻 的 理解 

大 部 分 分 子 进 化 研究 是 基于 对 不 同 生物 
部 分 序列 的 比 对 。 指 导 原 则 是 任何 两 种 生物 基因 组 
序列 间 的 差异 与 这 两 个 生物 体 间 的 进化 距离 存在 相 
关 性 。 生 物体 基因 组 分 支 相 对 较 近 的 (如 人 和 和 鼠 ) 
比分 支 较 远 的 (如 海 羔 和 人 亲缘 关系 近 。 一 般 而 
言 ， 这 是 对 的 ， 但 各 种 生物 体 基因 组 学 的 研究 发 现 
了 一 些 预料 之 外 的 特性 。 例 如 ， 人 类 基因 组 的 进化 
速率 在 不 同 区 域 并 非 一 致 ， 改 变速 率 相对 较 快 的 区 
域 点 绷 着 一 些 变化 速率 始终 相对 较 慢 的 区 域 ， 找 出 
这 种 差别 的 真实 原因 引起 了 人 们 的 强烈 兴趣 。 

到 目前 为 止 ， 通 过 基因 组 研究 ， 发 现 基因 组 的 
大 小 与 生物 的 复杂 性 相关 Utih, ÆW 2 章 讨论 C 
值 悖 论 时 ， 发 现 有 很 多 例外 现象 )。 根 据 这 个 原则 ， 
原核 生物 基因 组 比 真 核 生 物 基因 组 要 小 得 多 。 有 趣 
的 是 基因 组 大 小 与 生物 复杂 度 之 间 的 相关 性 存在 相 
反 的 情况 。 例 如， 目前 已 经 测序 的 最 小 真 核 生 物 基 
PASH JE: SBR ENE (Encephalitozoon cuniculi) 一 一 
一 种 人 类 及 其 他 哺乳 动物 的 胞 内 寄生 虫 ， 其 基因 组 


仅 2. 9Mb， 只 有 1997 个 可 能 编码 蛋白 质 的 ORF ( 寄 
生生 活 方式 使 生物 体 利用 很 少 的 基因 就 能 生存 ， 因 
为 可 依靠 宿主 提供 所 需 ) 。 与 之 相 比 ， 在 60 种 左右 
(E 2002 年 中 期 ) 已 测序 的 细菌 基因 组 中 ， 最 大 的 
是 固 氨 菌 的 百 脉 根 瘤 菌 〈Mesorbizobium loti) 基因 
组 , 全 长 为 7.6Mb， 约 含 8000 个 基因 ， 甚 至 比 芽 殖 
REE (budding yeast) 细胞 的 基因 组 还 大 。 

2003 年 4 月 14 号 , 国际 人 类 基因 组 测序 联盟 
International Human Genome Sequencing Consorti- 
um) 宣布 人 类 基因 组 测序 比 预 定 计划 提前 两 年 完 
成 。 更 确切 地 说 是 完成 了 测序 任务 的 99% ， 这 可 能 
是 2003 年 科技 界 的 重要 成 果 ， 测序 错误 率 仅 为 
1/100 000， 所 有 的 序列 都 按 正确 的 顺序 排列 出 来 。 
尽管 仍 留 有 极为 复杂 的 几 百 个 集中 在 重复 区 和 着 丝 
粒 区 的 缺口 需要 补 齐 ， 但 这 已 经 比 两 年 前 公布 的 草 
图 有 了 很 大 的 改进 。 

根据 基因 组 在 线 数据 库 Cwww. genomesonline, 
org) 的 消息 ， 截 至 2006 年 10 月 30 日 ， 已 完成 453 个 
基因 组 全 序列 的 测定 ， 另 有 2202 个 正在 进行 。 表 24.1 
按时 间 顺 序 呈现 了 基因 组 测序 史上 的 重要 成 就 ， 在 接 
下 来 的 几 节 ， 我 们 将 讨论 从 这 些 序列 中 获得 的 知识 。 


表 24.1 基因 组 测序 的 大 事 记 


基因 组 (重要 性 ) 


大 小 /bp 年 份 


$X174 噬菌体 第 一 例 基因 组 ) 

和 噬菌体 (大 -DNA 噬菌体 ) 

单纯 疱疹 病毒 型 〈 大 -DNA 真 核 病毒 ) 
流感 嗜 血 杆菌 《细菌 ， 第 一 例 生物 体 ) 
生殖 道 支原体 〈 细 菌 ， 最 小 的 基因 组 ) 

酿酒 酵母 《酵母 ， 第 一 例 真 核 生物 ) 

ABH SEER COBRA AD 

大 肠 杆 菌 〈 研 究 得 最 清楚 的 细菌 ) 
秀丽 隐 杆 线虫 (第 一 个 动物 ， 圆 形 蠕 虫 ) 
人 类 22 号 染色 体 〔 第 一 个 人 染色 体 ) 

拟 南 章 〈 第 一 个 植物 ， 十 字 花 科 ) 

灯 蝇 (理想 的 遗传 模型 ) 

人 类 [基因 组 学 “圣杯 ”(holy grail) 工作 草图 ] 
恶性 疙 原虫 〈 痉 疾 寄生 虫 ) 

FEC HERE) EERE) 

KF 

小 家 忌 

HANN OGM, ARRI) 

RR (Canis lupus familiaris) ( 狗 ， 工 作 图 ) 
鸡 (Gallus gallus) ( 鸡 ， 第 一 个 农场 动物 ) 
人 类 测序 完成 ) 

水 稻 (Oryza sativa) (第 一 个 谷物 ) 

黑猩猩 (Pan troglodytes) (与 人 类 最 亲缘 的 物种 》 


5375 1977 

48 513 1983 

152 260 1988 

1 830 000 1995 
580 000 1995 

12 068 000 1996 

1 660 000 1996 
4639 221 1997 

97 000 000 1998 
53 000 000 1999 
120 000 000 2000 
180 000 000 2000 
3 200 000 000 2001 
23 000 000 2002 
278 000 000 2002 
365 000 000 2002 
2 500 000 000 2002 
117 000 000 2002 
一 2 400 000 000 2003 
1 050 000 000 2004 
3 200 000 000 2004 
489 000 000 2005 
一 3 000 000 000 2005 


3 ARE PR [EHER (Trypanosoma cruzi), RER (T. 


brucei) 、 利 什 血 原虫 《Leishmania)， 引 起 严重 人 类 疾病 ] 


25~55 000 000 2005 
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NE BUBB AE. shy A 
植物 的 不 同 生物 的 碱 基 序 列 已 经 获得 。 人 类 基因 
组 草图 和 完成 版 的 人 类 基因 组 也 已 获得 。 相 近 物 
种 和 差异 较 大 物种 基因 组 间 的 比较 使 物种 进化 关 
系 清晰 地 显现 出 来 。 


人 类 基因 组 计划 


1990 年 ， 美 国 遗 传 学 家 决定 着 手 一 项 艰巨 的 探 
索 ， 对 整个 人 类 基因 组 进行 作 图 并 最 终 测序 ， 即 人 
类 基因 组 计划 〈Human Genome Project) 。 该 计划 很 
快 成 为 一 项 国际 性 工程 ， 同 时 也 引起 一 些 争议 , 因 
为 该 计划 的 最 终 目标 是 测 得 人 类 每 一 条 染色 体 的 碱 
基 序 列 ， 而 这 一 目标 的 实现 要 耗费 大 量 的 人 力 和 巨 
额 成 本 。 高 成 本 是 由 于 人 类 基因 组 多 达 30 亿 个 碱 基 
对 。 为 了 使 大 家 对 这 项 工作 的 艰巨 性 有 所 了 解 ， 我 
们 不 妨 假设 将 30 亿 碱 基 对 写 下 来 ， 这 将 写 满 自然 杂 
志 50 万 页 。 如 果 不 嫌 麻 烦 ， 按 平均 每 秒 阅读 5 个 碱 
基 ， 每 天 读 8h， 需 要 花费 60 年 时 间 才 能 将 它 该 完 。 
在 1990 年 ， 按 照 测定 一 个 碱 基 花 费 一 美元 计 ， 整 个 
测序 工程 需要 花费 30 亿美 元 ， 远 远 超过 我 们 过 去 在 
-个 生物 学 研究 项 目 上 的 投入 。 最 终 ， 更 有 效 的 测 
序 方法 的 出 现 大 大 加 快 了 基因 组 计划 的 完成 ， 成 本 
仅 为 最 初 的 10%， 低 于 原先 的 估计 数 。 

最 初 的 人 类 基因 组 计划 是 系统 而 保守 的 。 首 先 ， 
遗传 学 家 需要 绘制 基因 组 的 遗传 图 谱 和 物理 图 谱 ， 
这 些 图 谱 包 含 一 些 标记 (或 称 为 路 标 )， 以 便 随 后 测 
出 的 序列 能 按 正 确 顺序 拼接 。 大 规模 测序 只 能 在 遗 
传 图 谱 与 物理 图 谱 已 经 完成 ， 且 图 谱 中 所 有 位 点 对 
应 的 克隆 已 经 获得 的 情况 下 才能 进行 。 最 初 预期 整 
个 测序 计划 全 部 完成 的 时 间 为 2005 年 。 

1998 年 5 月 ， 由 Craig Venter 创立 的 以 营利 为 
目的 私人 公司 (Celera 公司 ) 着 手 对 人 类 基因 组 和 
其 他 生物 基因 组 进行 测序 ， 令 基因 组 学 界 震惊 的 是 
该 公司 宣布 将 在 2000 年 之 前 完成 人 类 基因 组 草图 。 
这 一 时 间 表 已 经 非常 惊人 了 ， 而 更 引 人 注 目的 是 
Venter 提出 的 新 测序 方法 。 与 依赖 图 谱 米 整 理 拼接 
克隆 序列 的 方法 不 同 ，Venter 提出 了 鸟 枪法 (shot- 


利用 YAC， 遗 传 学 家 在 人 类 基因 组 计划 的 作 图 
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gun sequencing) 测定 基因 组 序列 ， 即 将 整个 人 类 基 
因 组 随机 打 断 并 克隆 ， 继 而 对 这 些 克隆 进行 随机 测 
序 ， 最 后 利用 强 有 力 的 计算 机 程序 发 现 重合 序列 并 
将 这 些 序列 拼凑 起 来 。 此 后 不 久 ， 人 类 基因 组 计划 
的 公共 财务 主管 Collins 接受 Venter 的 挑战 并 宣布 
也 将 在 2000 年 之 前 公布 人 类 基因 组 草图 ， 并 在 
2003 年 之 前 完成 基于 先 作 图 再 测序 策略 的 完善 的 基 
因 组 序列 图 。 

这 场 竞争 以 各 方 合作 而 告终 。2000 年 6 月 26 
号 ，Venter、Collins 与 克林顿 总 统 及 其 他 政要 共同 
出 席 了 在 白宫 的 东宫 举行 的 仪式 , 宜 布 人 类 基因 组 
草图 的 完成 。 以 下 我 们 将 了 解 对 大 基因 组 进行 测序 
的 两 种 方法 ， 一 种 是 先 作 图 再 测序 〈 逐 步 克隆 法 ， 
clone by clone)， 另 一 种 是 鸟 枪法 。 先 来 了 解 一 下 用 
于 人 类 基因 组 计划 这 样 庞大 工程 的 克隆 载体 。 


用 于 大 规模 基因 组 计划 的 载体 


无 论 用 哪 种 测序 策略 ， 首 先 得 把 目的 片段 克隆 
到 合适 的 载体 上 ， 大 片段 克隆 尤其 可 贵 。 这 里 介绍 
两 种 常用 载体 ， 醇 母 人 工 染色 体 和 细菌 人 工 染 色 体 。 
首先 是 酵母 人 工 染色 体 ， 它 曾 用 于 早期 的 绘图 工作 。 

酵母 人 工 染 色 体 (yeast artificial chromosome, 
YAC) ”第 4 章 曾 提 到 克隆 工具 的 主要 问题 是 不 能 扒 
带 足 够 大 的 DNA 片段 ， 无 法 用 于 人 类 基因 组 物理 图 
谱 的 绘制 。Cosmid 克隆 载体 仅 容纳 约 50kb 的 DNA 
片段 ,这 对 跨越 百 万 碱 基 的 区 域 作 图 是 远 远 不 够 的 。 

被 称 为 酵母 人 工 染 色 体 的 载体 在 人 类 基因 组 作 
图 方面 非常 有 用 ， 因 为 可 以 容 下 上 百 万 个 碱 基 。 含 
有 多 于 兆 碱 基 (megabase) 的 YAC 叫做 “ 兆 YAC” 
(mega YAC)。YAC 含有 左右 两 个 酵母 染色 体 端 粒 
《第 21 章 )， 是 保护 染色 体 末 端 所 必需 的 ， 还 含有 一 
个 酵母 着 丝 粒 ， 是 分 裂 的 酵母 细胞 姐妹 染色 体 向 两 
极 分 离 所 必需 的 。 着 丝 粒 邻接 左 端 粒 ， 巨 大 的 人 类 
DNA (或 其 他 任何 DNA) 可 插入 着 丝 粒 和 右 端 粒 之 
间 ， 如 图 24. 7 所 示 。 大 段 的 插入 片段 可 通过 用 一 种 
限制 酶 短 时 间 消 化 很 长 的 人 类 DNA 而 制备 。 带 有 
巨大 DNA 插 入 片段 的 YAC 被 导入 酵母 细胞 ， 在 这 
里 像 正 常 酵母 染色 体 一 样 复制 。 


图 24.7 酵母 人 工 染色 体 的 克隆 。 A 
含 左 侧 的 端 粒 序 列 〈 标 为 L 的 黄色 部 分 ) 
和 着 丝 粒 序列 〈 标 为 C 的 红色 部 分 ); 右 
禹 含 右 侧 的 端 粒 序列 ( 标 为 R 的 黄色 部 
分 ); 两 臂 之 间 为 大 的 DNA WBE EE 
部 分 )， 如 上 百 万 碱 基 的 人 类 DNA, X 
样 形成 的 YAC 在 酵母 细胞 中 能 像 正 常 染 
色 体 那样 复制 。 


阶段 取得 了 长 足 的 进步 ， 他 们 绘制 出 了 分 辨 率 为 


0. 7cM 的 全 基因 组 遗传 图 谱 。 每 厘 摩 表示 在 两 个 遗 
传 标记 之 间 产 生 1% 重 组 率 的 距离 ， 对 人 类 基因 组 
而 言 ， 每 厘 摩 平均 约 为 1Mb 的 DNA 长 度 。 研 究 者 
还 绘制 了 两 个 最 小 染色 体 21 号 染色 体 与 Y 染色 
体 ) 的 较 高 分 辨 率 的 物理 图 谱 。 这 些 图 谱 非常 重要 ， 
描绘 了 YAC 中 克隆 的 DNA BHR. AREA 
组 被 测序 前 ， 如 果 对 染色 体 图 谱 上 某 一 致 病 基因 感 
兴趣 ， 我 们 的 任务 相对 就 简单 多 了 ， 只 需 找到 致 病 
基因 两 侧 的 遗传 标记 ， 接 着 找到 含有 这 些 遗 传 标记 
的 一 个 YAC 或 多 个 YAC， 最 后 寻找 该 基因 。 

细菌 人 工 染色 体 (bacterial artificial chromo- 
some, BAC) ”尽管 YAC 在 人 类 基因 组 图 谱 绘制 
中 取得 了 成 功 ， 它 也 有 很 多 严重 缺陷 。 例如， 效率 
低 〈 每 微克 DNA 获得 的 克隆 不 多 )， 从 酵母 中 分 离 
YAC 较 难 ， 稳 定性 差 ， 存 在 不 同位 点 DNA 片段 组 
成 的 插入 片段 。 细 菌 人 工 染 色 体 克 服 了 上 述 缺 点 ， 
被 应 用 于 人 类 基因 组 计划 的 测序 阶段 。 

BAC 是 以 大 肠 杆菌 的 天 然 质粒 一 -质粒 (F 
plasmid) 为 基础 构建 的 大 容量 载体 系统 。 该 质粒 允 
许 细菌 细胞 间 的 结合 〈conjugation) 。 在 有 些 结合 事 
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Not | 


件 中 ，F 质粒 自身 被 从 供 体 F* 细胞 转 和 信 受 体 F- 细 
胞 ， 使 后 者 转变 为 细胞 ， 而 有 时 下 质粒 与 插入 其 
中 的 一 小 段 宿主 细胞 DNA (插入 外 源 基 因 的 下 质粒 
称 为 F 质粒 ) 共同 转 进 受 体 细胞 ， 甚 至 有 时 F' 质粒 
插入 到 宿主 染色 体 中 ， 然 后 将 整 条 染色 体 从 供 体 细 
胞 转 入 受 体 细胞 。 由 于 大 肠 杆菌 染色 体 大 于 
400 万 bp, 下 质粒 显然 能 容纳 大 片段 DNA 的 插入 。 
实际 上 ，BAC 载体 插入 片段 的 长 度 通常 不 超过 
300 000bp 《平均 为 150 000bp)， 而 且 无 论 在 体内 还 
是 体外 都 很 稳定 。 不 像 线性 YAC 那样 易 被 剪 切 ， 环 
形 超 螺旋 的 BAC 不 易 被 破坏 。 

图 24. 8 显示 第 一 个 BAC 载体 图 谱 ， 由 Melvin 
Simon 及 同事 于 1992 年 构建 。 它 有 一 个 复制 起 点 ， 
一 个 含 两 个 限制 酶 位 点 Hind I 和 BamH D 的 克 
隆 位 点 ， 人 允许 较 大 DNA 片段 插入 ， 还 带 有 一 些 基 
因 (Par 基 因 )， 该 载体 负责 把 质粒 分 配给 予 细胞 ， 
并 使 每 个 细胞 中 质粒 的 拷贝 数 维持 在 2 个 左右 ， 以 
利于 质粒 的 稳定 。 此 载体 还 含有 毛 霉 素 抗 性 基因 ， 
用 以 第 选 含 质粒 的 细胞 。 


BamH1 


pBAC108L 
(6.9kb) 


ParB 


图 24.8 ”BAC 载体 图 谱 。 主 要 特点 是 : 项 部 有 两 个 克隆 位 点 Hind IN 和 BamH 1; HELA ARR 
抗 性 基因 (Cm); 复制 起 点 序列 (oriS); 调控 质粒 分 配 到 子 代 细胞 的 基因 〈ParA 和 ParB)。 


WA “两 个 大 容量 载体 已 在 人 类 基因 组 计划 
中 得 到 广泛 应 用 。YAC 载体 能 接受 100 万 碱 基 或 
更 大 的 DNA 片段 插入 ， 大 部 分 绘图 工作 主要 是 
利用 该 载体 完成 的 。BAC 载体 能 接受 约 300 000 
bp 以 内 的 DNA 片段 插入 ， 大 部 分 测序 工作 是 利 
用 BAC 实 施 的 。 相 对 YAC 而 言 ，BAC BREE 
更 易 操作 。 
逐步 克隆 策略 

该 策略 因 系统 性 强 而 极 具 吸引 力 。 首先 ， 通 过 
寻找 沿 每 条 染色 体 均 匀 分 布 的 标记 来 绘制 全 基因 组 
图 谱 。 作 图 的 同时 收集 各 标记 相应 的 克隆 群 。 由 于 
已 知 各 克隆 的 次 序 ， 对 每 一 克隆 测序 并 可 将 测 得 的 
序列 置 于 基因 组 合适 的 位 置 ， 这 种 方法 称 为 逐步 克 
隆 测序 法 〈clone-by-clone strategy) 。 除 用 于 克隆 外 ， 
遗传 和 物理 图 谱 还 有 另 一 个 重要 用 途 ， 即 为 寻找 致 
病 基因 提供 路 标 。 学 习 本 节 时 ， 切 记 这 些 技术 原本 
是 用 来 定位 标记 的 ， 这 些 标记 并 不 是 基因 ， 而 是 一 
段 个 体 间 有 差异 的 DNA。 我 们 已 经 提 到 过 一 个 这 样 
的 标记 ， 即 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (RFLP), 

可 变数 串联 重复 序列 (variable number of tandem 
repeat, VNTR) fh RFLP 的 多 态 性 程度 越 高 ， 
其 用 途 越 大 。 例 如 ， 在 100 人 中 ， 若 只 有 一 人 是 一 种 
RFLP 形式 〈 如 图 24. 1 中 的 6kb 片段 )， 其 余 99 人 是 
别 的 形式 〈4kb 和 2kb 片段 )， 那 么 要 找到 这 个 稀有 


变 体 需 做 许多 筛选 ， 使 作 图 工作 非常 繁琐 。 而 有 些 被 
称 为 可 变数 串联 重复 序列 的 RFLP 显得 更 有 用 。 它 们 
源 于 小 卫星 系列 ， 即 一 段 DNA 所 含 的 核心 序列 一 前 
一 后 地 〈 首 尾 相连 ) 重复 很 多 次 。 不 同 个 体 某 一 VN- 
TR 内 核心 序列 重复 的 次 数 可 能 不 同 ， 因 此 VNTR 具 
有 很 高 的 多 态 性 ， 作 图 也 比较 容易 。 然 而 ，VNTR HE 
为 遗传 标记 也 有 缺点 ， 它 们 倾向 于 在 染色 体 未 端 串 
联 ， 而 在 染色 体内 部 区 域 相对 缺乏 这 种 标记 。 

序列 标签 位 点 ” 另 一 种 对 基因 组 作 图 非常 有 用 
的 标记 技术 为 序列 标签 位 点 (sequence-tagged site, 
STS). STS 是 一 类 60 一 1000bp 的 短 序 列 ， 可 用 
PCR 进行 检测 。 图 24. 9 说 明 怎样 用 PCR 检测 STS。 
首先 应 非常 清楚 作 图 区 的 DNA 序列 并 设计 引物 ， 上 
下 游 引物 结合 位 点 相距 几 百 个 碱 基 对 ， 这 样 在 两 个 引 
物 间 可 以 扩 增 出 预计 大 小 的 DNA 片段 。 用 这 对 引物 
PCR 扩 增 未 知 DNA， 如 果 出 现 预 计 大 小 扩 增 片段 ， 
则 未 知 的 DNA 含有 该 STS 位 点 。 须 注意 的 是 仅 引物 
与 未 知 DNA 结合 还 不 够 ， 引 物 结合 位 点 一 定 要 相距 
特定 数目 的 碱 基 对 并 扩 增 出 正确 大 小 的 片段 。 这 就 提 
供 了 一 个 特异 性 的 结合 位 点 可 供 参 照 。STS 作为 制图 
工具 的 一 个 显著 优势 是 不 需要 克隆 、 检 测 或 冷藏 
DNA. 任何 人 只 需 根据 发 表 的 STS 的 引物 序列 合成 
同一 引物 并 进行 PCR， 就 可 以 在 短 短 的 几 小 时 里 找 
出 相同 的 STS. STS 的 另 一 优势 是 相对 Southern 印 
迹 而 言 ，PCR 反应 所 需 DNA 量 要 少 得 多 。 


|+——250bp —+| 
国 
EA 
TR cee Te pane eee eel 
m 
| Pcn 图 24.9 序列 标签 位 点 。 以 一 个 两 端 天 
= 限 延长 的 DNA 大 片段 为 基础 ， 我 们 知道 
Er 其 中 一 小 段 的 序列 ， 就 可 以 设计 引物 ， 
用 PCR 方法 扩 增 出 预计 的 片段 ,此 例 


~ 一 一 250bp 


微 卫 星 序列 (microsatellite) STS 在 物理 作 图 
和 定位 特定 基因 方面 非常 有 用 ， 但 对 传统 遗传 作 图 
中 的 标记 却 毫 无 用 武之 地 ， 除 非 具 有 多 态 性 。 只 有 
具有 多 态 性 的 STS 才能 用 于 遗传 连锁 分 析 。 幸运 的 
是 遗传 学 家 发 现 了 一 种 被 称 为 徽 卫星 序列 的 STS， 
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中 , 两 引物 〈 红 色 ) 间 的 序列 长 度 为 
250bp， 多 个 循环 后 产生 许多 250bp 的 拷 
贝 ， 可 用 电泳 方法 进行 鉴定 。 


它 具 有 很 高 的 多 态 性 。 微 卫星 序列 (microsatellite) 
与 小 卫星 序列 Cminisatellite) 的 相似 之 处 在 于 它们 
均 含有 连续 的 核心 重复 序列 。 但 典型 小 卫星 的 核心 
序列 为 12bp 或 更 长 些 ， 而 微 卫 星 的 核心 序列 比较 
小 ,通常 为 2 一 4bp。1992 年 ，Jean Weissenbach 及 


同事 基于 含有 C-A REREH 814 个 微 卫 星 序 
列 绘制 了 整个 人 类 基因 组 的 连锁 图 谱 。 他 们 分 离 了 
含有 这 些微 卫星 序列 的 DNA， 并 根据 DNA 序列 设 
计 每 个 重复 区 两 侧 的 引物 。 特 定 引物 产生 的 PCR 产 
物 的 大 小 取决 于 特定 个 体 在 该 位 点 的 C-A 重复 次 
数 。 幸 好 个 体 间 微 卫星 序列 的 重复 数 差异 很 大 ， 在 
人 类 基因 组 中 ， 微 卫星 除 具 有 多 态 性 外 ， 还 具有 广 
泛 存 在 及 分 布 均一 的 特点 ， 因 此 微 卫星 标记 法 是 连 
镇 与 物理 作 图 的 理想 选择 。 

利用 微 卫 星 绘制 遗传 或 连锁 图 与 第 1 章 提 到 的 传 
统 的 果 蜗 遗传 标记 其 实 是 同一 技术 。 只 是 遗传 学 家 是 
确定 两 个 微 卫 星 序列 间 的 重组 率 而 不 是 翅 形 和 眼色 间 
的 重组 率 。 例如， 假设 一 男士 在 一 个 位 点 产生 78bp 
的 微 卫 星 ， 并 在 附近 一 个 位 点 产生 42bp 的 微 卫 星 ， 
他 的 妻子 在 上 述 两 个 位 点 产生 的 微 卫 星 分 别 是 102bp 
和 36bp。 在 一 定 范围 内 ， 子 女 配子 中 这 两 个 标记 越 
是 表现 为 非 亲 本 例如， 孙子 在 上 述 两 个 位 点 产生 的 
微 卫星 序列 分 别 是 78bp 和 36bp) ， 两 标记 间 的 重组 率 
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(a) 第 查 STS1 (W) 
和 STS4 (@). 


就 越 高 ， 且 这 两 个 标记 在 染色 体 上 的 距离 也 就 越 远 。 

对 基因 组 给 定 区 域 物理 作 图 和 测序 感 兴趣 的 遗传 
学 家 的 目标 是 收集 叫做 重合 群 〈contig) 的 一 组 克隆 ， 
重叠 群 包含 跨越 很 长 距离 的 相 邻 DNA〈 实 际 上 是 重 
友 DNA)。 这 很 像 智 力 拼图 玩具 ， 模 块 越 大 ， 拼 起 来 
越 简单 ， 因 此 拥有 高 容量 BAC 和 YAC 载体 很 有 必 
要 。 假设 已 获得 人 基因 组 的 BAC 库 ， 我 们 还 需要 一 
些 方法 来 鉴定 出 作 图 区 包含 的 克隆 。 有 几 种 不 同方 法 
可 以 达到 此 目的 ， 其 一 是 用 靶 区 特异 标记 探 针 与 
BAC 库 杂 交 筛 选 ， 但 这 一 方法 的 可 靠 性 受 非特 异性 
杂交 的 影响 。 更 可 靠 的 方法 是 在 BAC 库 中 搜寻 STS 
标记 。 最 好 用 两 个 相距 几 百 或 几 千 个 碱 基 对 的 STS 
筛选 的 BAC 库 ， 这 样 较 大 跨度 的 BAC 才能 被 币 到 。 

获得 一 定数 量 的 阳性 BAC 后 ， 通 过 另外 一 些 
STS 筛选 就 可 以 开始 作 图 了 。 如 图 24. 10 那样 以 重 
乔 的 方式 将 得 出 的 BAC 排列 起 来 ， 该 组 重 人 到 BAC 
就 是 新 的 重 倒 群 ， 这 时 可 以 开始 对 重 玲 群 进行 精细 
的 作 图 甚至 测序 了 。 


sts - 量 一 一 一 
e SS 


sTs4(@) © 
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(b) 
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图 24. 10 利用 STS 制 图 。 左上 侧 为 几 个 带 有 特定 间隔 的 不 同 STS〈 用 不 同 的 符号 代表 ) 的 BAC。 第 一 
步 : 筛选 两 个 或 多 个 相距 较 远 的 STS， 本 例 为 STS1 和 STS4， 带 有 STS] 和 STS 的 BAC 在 右上 侧 标 出 ， 


已 确定 的 STS 标 出 不 同 颜色 。 第 二 
BAC 所 标 颜色 为 检测 到 的 STS. 第 
BAC 的 长 度 以 帮助 确定 各 BAC 之 间 的 相互 联系 。 


经 过 第 一 步 筛选 出 的 BAC， 继 续 用 STS2、STS3 和 STS5 筛选 。 
: 把 BAC 上 的 STS 排列 起 来 形成 重 释 群 ， 用 脉冲 场 凝 胶 电泳 测量 
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辐射 杂种 作 图 法 (radiation hybrid mapping) 
用 BAC 库 作 图 听 起 来 似乎 很 简单 ， 其 实 还 有 很 多 困 
难 。 最 困难 是 相对 于 人 的 整 条 染色 体 来 说 ，BAC 的 
容量 太 小 。 构 建 整 条 染色 体 的 BAC HÆREN A 
力 , 难以 实施 。 所 以 我 们 需要 一 种 新 方法 来 发 现 间 
距 超过 单个 BAC 的 STS 间 的 连锁 。 辐 射 杂 种 作 图 
就 是 这 样 一 种 方法 。 首 先 用 致死 剂量 的 电离 辐射 
《如 X 射 线 和 Y 射线) 照射 人 细胞 ， 将 人 染色 体 打 
成 碎片 ; 将 照射 后 的 人 细胞 与 仓鼠 细胞 融合 ， 产 生 
只 含 部 分 人 染色 体 片段 的 杂种 细胞 ， 随 后 获得 同一 
杂种 细胞 的 克隆 ， 即 培育 筛选 一 些 细胞 群 ， 每 一 细 
胞 群 来 源 于 单个 祖先 细胞 ;最 后 检测 杂种 细胞 克隆 
中 哪些 STS 倾向 于 在 一 起 。 越 是 常常 在 一 起 的 
STS， 相 距 越 近 ， 也 越 有 可 能 位 于 同一 染色 体 上 。 

1996 年 ,包括 G. D Schuler 在 内 的 国际 遗传 学 
家 联盟 发 表 了 基于 该 技术 获得 的 STS 绘制 的 人 类 基 
因 组 图 谱 。 该 图 谱 含 有 16 000 多 个 STS 标记， 加 上 
由 传统 的 连锁 分 析 法 〈 家 系 研究 ) 获得 约 1000 多 个 
遗传 标记 ， 构 建 了 他 们 所 公布 基因 组 图 谱 的 整体 框 
架 。 这 项 研究 中 所 用 到 的 STS 是 一 类 被 称 为 表达 序 
列 标签 (expressed sequence tag, EST) 的 特殊 标 
WU, 这 些 STS 是 从 mRNA 在 反 转 录 酶 作用 下 合成 
的 cDNA 中 获得 的 。 上 述 cDNA 可 由 PCR 扩 增 和 克 
隆 获得 ， 最 后 CDNA 两 端 均 被 测序 ， 产 生 两 个 小 于 
500bp 的 序列 标签 。 因 此 EST 代表 分 离 mRNA 的 细 
胞 中 所 表达 的 基因 。 由 于 这 种 STS (或 EST) 分 析 
获得 的 序列 仅 是 一 个 基因 的 很 小 一 部 分 ， 在 EST 数 
据 库 中 一 个 给 定 的 基因 可 能 有 许多 不 同 的 EST. 为 
减少 EST 的 数量 ， 作 图 联盟 (the mapping consorti- 
um) 规定 仅 能 用 代表 基因 3' 非 翻译 区 的 EST 作 图 。 
这 种 方法 的 优势 在 于 避免 了 大 部 分 内 含 子 区 , 而 3 
非 翻 译 区 通常 不 含 内 含 子 区 。1998 年 ， 国 际 联盟 
(P. Deloukas 等 ) 进一步 细 化 和 扩大 了 人 类 基因 组 
图 谱 ， 其 包括 的 基因 数量 已 超过 30 000 个 。 


小 结 “人 类 基因 组 作 图 需要 一 系列 路 标 ， 并 
建立 基因 位 置 与 这 些 路 标 之 间 的 联系 。 其 中 一 些 
标记 是 基因 ,但 更 多 的 标记 仅仅 是 DNA 片段 ， 
如 RFLP、VNTR、STS (包括 EST 与 微 卫星 序 
列 )。 其 中 EST 和 微 卫 星 序列 是 能 够 以 PCR 扩 增 
特定 大 小 的 DNA 片段 来 鉴定 的 DNA 区 域 。 


鸟 枪法 测序 
BAMF (shotgun sequencing) 策略 (图 
24. 11) 由 Craig Venter, Hamilton Smith 和 Leroy 
Hood 于 1996 年 首次 提出 。 该 方法 绕 过 绘制 基因 组 
图 谱 ， 直 接 进行 测序 。 首 先 对 获得 的 已 插入 较 大 
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DNA 片段 (平均 为 150kb) 的 一 组 BAC 克隆 进行 测 
序 ， 利 用 自动 测序 仪 从 每 个 BAC 插 人 片段 的 两 端 进 
行 测序 ,一 次 测序 反应 通常 可 以 获得 约 500bp 的 序 
列 ， 因 此 克隆 〈 即 插 人 片段 ) 两 端的 500bp 的 序列 可 
以 测 得 。 假 设 用 这 种 方法 对 人 类 DNA 的 300 000 个 克 
隆 进行 测序 ， 将 测 得 3X 10 个 碱 基 的 序列 ， 约 为 人 
类 全 基因 组 的 10%， 在 基因 组 中 平均 每 5kb 出 现 一 
个 500bp 的 已 测序 区 。 对 每 个 BAC 克隆 而 言 ， 这 
500bp 序列 作为 一 种 识别 标签 〈identity tag) ， 称 为 序 
列 标签 接头 〈scquence tagged connector, STC), WH 
每 个 BAC 克隆 片段 长 度 平均 为 150kb， 每 5kb 中 有 
-A STC, 那么 在 30 个 BAC 克隆 (150kb/5kb= 
30) 中 就 有 可 能 共享 一 个 已 知 STC， 这 是 “接头 ” 
最 初 的 含义 ， 即 每 个 克隆 将 通过 其 STC 与 其 他 30 
个 克隆 相连 接 。 

紧 接 着 是 用 限制 酶 消化 每 个 克隆 ， 做 出 其 指纹 
图 谐 〈fingerprintb) ， 主 要 有 两 个 目的 ， 一 是 鉴定 揪 
入 片段 的 大 小 限制 酶 消化 产生 的 所 有 片段 大 小 的 
总 和 ); 二 是 排除 异常 克隆 ， 即 这 些 克隆 的 片段 模式 
与 通常 意义 上 的 重 登 克隆 不 相符 合 。 注 意 ， 该 克隆 
的 指纹 图 谱 与 基因 组 图 谱 不 同 ， 仅 是 测序 之 前 的 一 
个 简单 检测 。 

下 一 步 是 获得 目的 BAC 一 一 种 子 BAC (seed 
BAC) 克隆 的 全 序列 。 此 过 程 是 将 一 个 BAC 克隆 细 
分 为 一 组 小 片段 的 克隆 ， 常 常 是 在 PUC 载体 中 插 人 
平均 仅 为 2kb 左右 的 片段 。 利 用 此 BAC 克隆 的 全 序 
列 能 够 鉴定 出 约 30 个 与 种 子 BAC MARY BAC 克 
Re. 它们 具有 种 子 BAC 所 含 的 STC, 

接 下 来 ， 在 以 上 30 个 克隆 中 选择 与 第 一 个 种 子 
BAC 重 登 最 少 的 进行 测序 ， 然 后 针对 第 二 套 BAC 
克隆 重复 上 述 过 程 选择 与 第 二 个 测序 的 BAC 重合 最 
少 的 克隆 进行 测序 ， 并 不 断 重 复 以 上 程序 。 这 一 策 
略 被 称 作 BAC 24% (BAC walking)， 如 果 有 充足 的 
时 间 ， 原 则 上 一 个 实验 室 可 以 利用 此 项 技术 对 人 类 
全 基因 组 进行 测序 。 

但 谁 也 没有 那么 多 时 间 ， 于 是 Venter 及 同事 改 
进 了 这 一 程序 ， 他 们 随机 测定 BAC 序列 直至 获得 大 
约 35 亿 个 碱 基 。 原 则 上 这 一 序列 比 人 类 基因 组 大 
10 们 以上， 应 该 具有 高 度 的 覆盖 率 和 准确 率 。 接 着 
将 这 些 碱 基 序 列 输入 计算 机 中 ， 其 强 有 力 的 程序 可 
发 现 两 个 克隆 问 的 重 瘙 并 将 这 些 序列 拼接 起 来 ， 形 
成 全 基因 组 序列 。 

如 前 所 述 ， 大 批量 测序 用 的 是 pUC 载体 ， 其 插 
入 片段 相对 较 小 《 仅 约 2kb)。 这 些小 插入 片段 不 能 
提供 足够 的 重要 来 拼凑 全 基因 组 。 这 一 缺点 在 具有 
重复 序列 的 DNA 区 尤为 明显 。 从 一 个 具有 串联 重 
复 (tandem repeat) 的 10kb DNA 区 域 获得 一 个 2kb 


图 24.11 岛 枪 法 测定 序列 的 方法 。 (a) 染色 体 被 克 
隆 到 BAC 载体 上 ， 产 生 300 000 个 BAC 克隆 。 每 96 
孔 板 中 有 96 个 克隆 。 (b) 选择 一 个 种 子 BAC 克隆 
(seed BAC) 进行 序列 的 测定 。 (c) 种 子 BAC 被 亚 克 
隆 到 质粒 载体 上 。(d) 3000 个 质粒 克隆 被 测序 ， 通 过 
序列 重 得 进行 排序 ， 最 终 获得 150kb 的 BAC 克隆 全 序 
列 。(e) 寻找 具有 重 登 STC 的 BAC ( 约 30 个 )， 通 过 
指纹 图 谱 对 它们 进行 比较 ， 找 出 其 中 具有 最 小 重 得 的 
克隆 并 测序 。 这 一 过 程 称 作 BAC 步 移 ， 原 则 上 创建 了 
一 个 覆盖 全 基因 组 的 登 加 群 。 (Source: Adapted from 
Venter, J. C. , H. O. Smith and L. Hood, A new strate- 
gy for genome sequencing Nature 381; 365, 1996. ) 


序列 ， 并 不 能 确定 它 到 底 位 于 大 重复 片段 的 哪个 位 
点 ， 因 为 大 片段 的 局 部 序列 可 能 是 相同 的 。 而 这 正 是 
BAC 克 降 能 派 上 用 场 的 地 方 ， 它 们 足以 覆盖 几乎 任 
何 重复 区 域 ， 也 提供 跨越 较 大 DNA RAY HARE, 
因此 ， 有 助 于 将 较 小 的 克隆 片段 组 织 到 一 起 。 物 理 图 
谱 ， 尤其 是 STS 图 谱 也 促进 了 这 项 工作 ， 这 些 图 谱 
早已 获得 。 所 以 ， 鸟 枪法 测定 人 类 基因 组 序列 在 实践 
中 是 由 纯粹 岛 枪法 与 图 谱 -测序 结合 的 一 种 策略 。 

对 超过 30 亿 bp 进行 测序 的 任何 策略 都 必须 依 
赖 于 高 容量 、 低 成 本 的 测序 方法 ， 我 们 现在 所 用 的 
测序 装置 是 在 毛细 管 中 进 行 DNA 片段 电泳 ， 而 不 
是 传统 的 游 凝 胶 板 电泳。 这 些 仪器 是 完全 自动 化 的 ， 
每 台 每 天 能 处 理 1000 个 样品 ， 只 需 15min 的 人 工 耗 
时 。Venter 小 组 的 另 一 个 公司 基因 组 研究 所 (The 
Institute for Genome Research, TIGR) 有 230 台 这 
样 的 仪器 ， 每 天 他 们 能 够 以 较 低 的 劳动 成 本 同时 测 
出 LOOMb 的 DNA 序列。 

小 结 ”大 范围 的 测序 计划 可 采取 两 种 形式 ; 
中 先 作 图 再 测序 策略 map-then-sequence strate- 
gy)， 先 构建 一 个 包括 STS 的 基因 组 物理 图 谱 ， 
然后 对 作 图 过 程 中 用 到 的 克隆 《主要 为 BAC) 进 
行 测序 ， 这 样 就 可 以 按 正确 顺序 将 这 些 序列 拼凑 
在 一 起 ; @ 在 岛 枪法 中 ， 先 构建 一 个 含有 不 同 大 
小 插入 片段 的 克隆 文库 ， 然 后 随机 测定 这 些 插入 
片段 的 序列 ， 这 种 方法 必须 依赖 于 计算 机 程序 去 


文库 
By (300 000 克隆 ) 


(b) | 选 出 种 子 BAC 
约 150kb 
(c) | 亚 克 隆 到 质粒 载体 


粒 文库 


测序 3000 个 克隆 找 
HEAK, piik 


完整 BAC 序 列 
(e) | BAC 步 移 ， 利 用 STC 查 找 约 
30 个 重重 BAC 

比较 BAC， 通 过 指纹 分 析 和 测 
EWR H h BACHE 
TC 行 ， 重 复 以 上 过 程 


mar 


发 现 序 列 之 间 的 重 登 区 ， 然 后 把 它们 拼接 在 一 
起 。 在 实践 中 ， 这 些 方法 被 组 合 在 一 起 用 来 测定 
人 类 基因 组 序列 。 


测序 的 标准 

基因 组 “草图 ” (rough draft), “THM” 
(work draft) 和 “完成 草图 ”(final draft) 的 含义 是 
什么 ? 这 要 看 你 问 谁 了 。 多 数 研究 者 认为 工作 草图 
仅 能 完成 90% ， 而 且 可 能 还 有 约 1% 的 出 错 率 。 尽 
管 对 完成 草图 还 没有 一 个 统一 的 量化 标准 ， 但 大 家 
一 致 认为 它 的 出 错 率 应 小 于 0.01%， 而 且 间 隙 应 尽 
可 能 少 。 一 些 分 子 生物 学 家 坚持 认为 ， 人 类 基因 组 
不 可 能 被 完全 测序 ， 除 非 每 个 间隙 的 序列 都 填 满 ， 
但 这 很 困难 。 我 们 将 在 下 一 节 提 到 ， 由 于 许多 未 知 
的 原因 ，DNA 中 的 一 些 区域 很 难 被 克隆 。 克 服 困难 
去 克隆 那些 区 域 的 花费 十 分 高 昂 ， 所 以 人 类 基因 组 
的 最 后 几 百 万 碱 基 的 填充 任务 是 无 法 完成 的 。 在 下 
一 节 将 详 述 人 类 基因 组 22 号 染色 体 测序 组 织 认为 他 
们 所 测定 的 序列 只 是 “功能 性 地 完成 "， 利 用 目前 所 
有 的 克隆 和 测序 工具 他 们 已 经 获得 了 所 有 可 能 获得 
序列 ， 但 仍然 存在 着 明显 的 间隙 。 


人 类 基因 组 测序 


1999 年 底 ， 我 们 品尝 到 了 人 类 基因 组 计划 的 第 
一 个 果实 : 人 类 22 号 染色 体 的 完成 草图 。2000 年 
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中 期 ， 国 际 联盟 公布 了 人 类 21 号 染色 体 的 完成 草 
图 ， 虽然 这 是 人 类 最 小 的 两 个 常 染色 体 ， 但 它们 的 序 
列 很 有 价值 。2001 年 2 月 ，Venter 小 组 和 国际 联盟 组 
织 各 自 公 布 了 他 们 的 人 类 基因 组 工作 草图 。2004 年 ， 
国际 联盟 宣布 完成 了 人 类 基因 组 常 染色 体 的 部 分 测序 。 

本 节 将 介绍 完成 测序 的 两 个 最 小 染色 体 、X Be 
色 体 及 全 基因 组 工作 草图 所 获得 的 信息 。 在 开始 之 
前 需要 注意 ， 所 有 3 个 染色 体 的 序列 都 是 基于 更 有 
序 的 逐步 克隆 法 。 采 用 这 一 策略 ， 一 旦 各 小 组 完成 
对 染色 体 的 测序 ， 就 可 获得 完整 染色 体 的 完成 草图 
序列 。 而 利用 鸟 枪法 测 得 的 原始 序列 必须 由 计算 机 
发 现 重 春 序列 后 才能 建立 重 笃 群 进行 拼接 。 因 此 该 
方法 在 整个 基因 组 测序 完成 前 ， 得 不 到 染色 体 的 最 
终 草图 序列 。 

22 号 染色 体 ”实际 上 只 测定 了 染色 体 长 臂 
(22q) AUF, KORE (22p) 由 纯 异 染色 质 组 成 ， 被 
认为 是 基因 空白 区 。 而 且 ， 在 序列 中 还 存在 11 个 间 
Bit, IEPA 10 PERRERA, AEH RTE 
填充 一 一 推测 是 无 法 克 降 的 DNA。 还 有 约 1. 5kb 的 
已 克隆 DNA 区 域 测 不 出 序列 ， 一 些 DNA [有 时 被 
称 为 “有 毒 区 域 ”(poison region)] 不 能 被 克隆 的 原 
因 还 不 完全 清楚 。 但 有 一 点 很 清楚 ， 具 有 异常 二 级 
结构 和 重复 序列 的 DNA 常 从 细菌 细胞 中 丢失 ， 这 
就 是 异 染 色 质 (第 13 章 ) 区 难以 测序 的 原因 之 一 。 
异 染 色 质 主要 存在 于 染色 体 的 着 丝 点 和 端 粒 附近 ， 
并 且 富 含 重复 序列 。 虽 然 未 能 获得 基因 组 异 染色 质 
的 序列 ， 科 学 家 们 并 没有 丢失 太 多 基因 ， 因 为 一 般 
认为 此 处 不 存在 基因 。 但 是 可 能 会 错过 这 些 异 染色 
质 区 的 一 些 令 人 感 兴趣 的 东西 。 

22 号 染色 体 序列 提供 了 什么 信息 呢 ? 有 几 个 令 
人 兴奋 的 发 现 。 首 先 ， 我 们 不 得 不 接受 人 类 基因 组 序 
列 中 存在 间隙 的 事实 ， 虽 然 可 能 并 不 像 第 一 次 测序 时 
在 该 染色 体 中 出 现 的 那么 多 。 截 至 2000 年 夏季 , 一 
个 间 辽 已 被 填充 ， 更 多 的 间隙 可 能 会 及 时 被 填充 。 其 
他 研究 人 员 在 测定 其 他 染色 体 序列 的 过 程 中 ， 也 过 到 
了 类 似 的 间 辽 问题 。 表 24. 2 列 出 了 22 号 染色 体 中 已 
测序 列 的 重 登 群 和 其 间 的 间隙 。 重 秋 群 33 464kb， 是 
染色 体 的 97%， 且 已 测 出 的 序列 有 较 高 的 精确 率 ， 
估计 每 50 000 个 碱 基 中 不 到 一 个 错误 。 有 趣 的 是 所 
有 间隙 都 出 现在 染色 体 的 着 丝 粒 和 端 粒 附近 。 间 有 队 4 
和 5 之 间 是 一 个 巨大 的 重 套 群 ， 由 23 006kb 个 碱 基 组 
成 , 覆盖 了 22q 染色 体 的 2/3 还 多 。 

第 二 个 主要 发 现 是 22 号 染色 体 上 包含 679 个 注 
FÆ (annotated gene) (至 少 部 分 被 鉴定 的 基因 或 
类 基因 序列 )， 可 分 为 以 下 几 类 : 已 知 基因 (known 
gene) ， 其 序列 与 已 知 的 人 类 基因 相同 或 与 已 知 的 人 
类 蛋白 质 推测 出 来 的 序列 相同 ; 相关 基因 (related 
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gene)， 其 序列 与 已 知 的 人 类 基因 或 其 他 物种 同 源 ， 
或 与 已 知 基因 有 相似 的 区 域 ， 预 测 基因 (predicted 
gene) ， 含 有 与 EST 序列 同 源 的 序列 《所 以 确信 它们 
是 被 表达 的 基因 )， 假 基因 (pseudo gene) ， 其 序列 与 
已 知 基 因 同 源 ， 但 含有 阻碍 适当 表达 的 缺陷 。 在 染色 
体 229 中 有 247 个 已 知 基因 、150 个 相关 基因 、148 
个 预测 基因 和 134 个 假 基因 。 因此， 不计 假 基因 ， 仍 
有 545 个 注释 基因 。 计算 机 序列 分 析 还 预测 了 另外 
325 个 基因 ， 但 这 些 预 测 很 不 精确 ， 因 为 运算 法 则 依 
闲 于 发 现 外 显 子 ， 而 人 类 基因 组 的 许多 长 内 含 子 使 得 
外 显 子 很 难 被 辨认 。 在 计算 机 预测 的 325 个 基因 中 ， 
最 好 的 预计 是 有 约 100 个 真实 基因 ， 所 以 可 以 估计 
人 类 22 号 染色 体 约 有 645 个 基因 。 

第 三 个 主要 发 现 是 ， 基 因 的 编码 区 仅 占 染 色 体 
长 度 的 很 微小 部 分 ， 即 使 算 上 内 含 子 ， 注 释 基因 仅 
占 22q 全 长 的 39%， 外 显 子 仅 占 3%。 通 过 对 比 ， 
22q 中 的 4 中 是 重复 序列 ， 尤 其 是 Alu 序列 和 
LINES (第 23 章 )。 表 24. 3 IHT 22 号 染色 体 上 
的 分 散 的 重复 序列 及 其 重复 率 。 


表 24.2 22 SRAM LAMA REA BR 
TAN PIR KER 
1 - 234 
1 19 
2 406 
2 150 
3 1394 


4 1790 

4 一 100 
5 23 006 

5 50 


6 一 50 一 100 
7 1528 
7 150 
8 2485 
8 750 
9 190 
9 100 
10 993 
10 100 
u 291 
u =100 


总 的 序列 长 度 
22a 的 总 长 度 


(Source; Adapted from Dunham, L , N. Shimizu, B A. 
Roe, S Chissoe, A. R. Hunt, J. E Collins et al. , The DNA 
‘sequence of human chromosome 22. Nature 402; 491, 1999. ) 
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第 四 个 主要 发 现 是 染色 体 上 不 同 区 域 重组 率 变 
化 很 大 。 重 组 率 相对 较 低 的 长 区 域 散布 于 重组 率 相 
对 较 高 的 短 区 域 (图 24. 12) 。 在 该 染色 体 上 ， 遗 传 
距离 与 物理 距离 的 比率 是 1. 87cM/Mb。 当 然 ， 应 记 
住 y 轴 表示 累加 的 遗传 距离 ， 是 相距 很 近 的 标记 之 


间距 离 的 总 和 。 相 路 较 远 的 标记 间 的 实际 距离 并 不 
是 其 内 部 标记 间距 的 总 和 ， 因 为 多 次 重组 事件 较 有 
可 能 发 生 在 距离 较 远 的 标记 之 间 ， 因 而 使 这 些 较 远 
的 标记 显得 比 其 真实 距离 要 近 一 些 (第 1 章 ) 。 


60 
| 


a 
时 


累计 遗传 距离 /cM 
2 
8 


al. 1 L 1 1 


4 图 24.12 22 号 染色 体 长 臂 上 的 遗传 
距离 对 物理 距离 的 作 图 。 标 记 之 间 累 
计 和 遗传 距离 (cM) 对 物理 距离 《Mb) 
作 图 。 数 字 指 明了 4 个 重组 率 相对 较 
高 的 区 由 曲线 的 陡峭 部 分 所 反映 )。 
(Source: Adapted from Dunham, I. , 
N. Shimizu, B A. Roe, S. Chissoe, 
A.R. Hunt, J. E, Collins et al. (The 
Chromosome 22 Sequencing Consorti- 
um), The DNA sequence of human 


0 5 10 15 20 25 
物理 距离 /Mb 


第 五 个 主要 发 现 是 22q 染色 体 上 有 有 几 个 局 部 的 、 
长 距离 重复 。 最 明显 的 是 免疫 球 蛋 白 、 的 基因 座 。 
这 个 基因 座 上 有 36 个 基因 片段 成 能 聚集 在 一 起 ， 这 
些 基因 片段 至 少 具有 潜在 编码 》 可 变 区 〈V-》 基因 
片段 ) 的 能 力 ， 还 有 57 个 V- 假 基因 和 被 称 作 “ 遗 
迹 ” 的 27 个 部 分 V 假 基因 。 其 他 的 重复 被 很 长 的 
片段 分 开 。 一 个 极端 的 例子 是 ，60kb 区 域 在 12Mb 
以 外 出 现 保 真 度 大 于 90% 的 重复 区 。 与 分 散 的 重复 
序列 如 Alu 序列 和 LINES) 比较 ， 此 类 重复 的 找 
贝 数 较 低 ， 被 称 为 低 拷贝 重复 《low-copy repeat, 
LCR)。 前 面 所 描述 的 22q 着 丝 粒 末端 的 8 个 LCR22 
中 的 7 个 已 被 测序 , 第 8 个 LCR22-1) 可 能 位 于 
最 接近 于 着 丝 粒 的 间隙 中 。 

第 六 个 主要 的 发 现 是 人 类 22q 染色 体 的 几 个 大 
区 段 在 小 鼠 的 几 个 不 同 染 色 体 上 存在 同 源 区 域 。 测 
序 组 发 现 113 个 人 类 基因 的 小 鼠 直系 同 源 基 因 (or- 
tholog) 已 经 在 小 鼠 染 色 体 上 定位 [直系 同 源 基因 
是 不 同 物种 间 的 同 源 基因 ， 来 自 于 共同 的 祖先 基因 ; 
BRARBA (paralog) 是 一 个 物种 内 由 基因 复制 
进化 产生 的 同 源 基因 ; 同 源 基因 (homolog) 是 任何 
类 型 的 同 源 基因 ， 包 括 直系 和 旁 系 同 源 基因 ]。 小 鼠 
的 直系 同 源 基因 分 别 成 能 聚集 在 7 个 不 同 染 色 体 的 
8 个 区 域 上 ， 如 图 24. 13 所 示 。 呈 现 人 22 号 染色 体 
KA ER RM AR BA: 5、6、8、10、 
11、15 和 16。 小 鼠 10 号 染色 体 在 两 个 区 域 呈现 人 
类 22q 的 同 源 基因 。 在 两 个 物种 进化 过 程 中 发 生 分 
又， 染色 体 已 经 被 重 排 了 ， 但 是 许多 标记 间 的 连锁 
被 保留 在 同 线 群 (syntenic block) 中 。 很 明显 ， 对 
于 人 类 基因 组 序列 的 了 解 极 大 地 促进 了 小 鼠 基因 组 


30 chromosome 22, Nature 402; 
492, 1999. ) 
人 类 22 号 染色 体 
丝 
( ) aiii 同 线 税 的 
大 小 /Mb 小 鼠 染 色 体 
177 B 6 
4.064 16 
0.989 10 
2.549 5 
2.830 11 
0.061 10 
2.121 8 
15.401 15 


LJ 


图 24.13 人 和 小 鼠 染 色 体 上 的 保守 区 。 人 类 22 
号 染色 体 如 左 图 所 示 ， 着 丝 粒 靠近 顶端 ， 主 要 区 
带 以 白色 和 棕色 表示 。 含 有 同 线 群 的 7 个 不 同 小 
鼠 染 色 体 如 右 侧 所 示 。 与 小 鼠 染 色 体 对 应 的 颜色 
在 最 右边 列 出 。 (Source; Adapted from Dunham, 
L, N. Shimizu, B A. Roe, S Chissoe, A R. 
Hunt, J. E Collins et al. (The Chromosome 22 
Consortium), The DNA sequence of human chromo- 
some 22. Nature 402; 494, 1999. ) 
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的 测序 。 
小 结 人 类 22 号 染色 体 的 长 车 已 被 精确 测 
F. 但 仍 有 10 个 间隙 不 能 用 目前 的 方法 填充 。 
有 679 个 注释 基因 ， 但 染色 体 主要 由 非 编码 DNA 
组 成 ，40% 以 上 的 非 编 码 DNA 散布 在 重复 序列 、 
Alu 序 列 和 LINES 中 。 染 色 体 上 不 同 区 域 重组 率 
变化 很 大 ， 低 重组 率 的 长 区 域 被 高 重组 率 的 短 区 
域 所 打 断 。 染 色 体 包含 一 些 局 部 的 长 距离 间隔 重 
复 序列 。 人 的 染色 体 包 含有 某 些 大 的 区 域 ， 其 基 
因 间 连锁 区 段 在 小 鼠 的 7 个 不 同 染色 体 中 都 能 找 
到 相应 的 同 源 区 。 

21 号 染色 体 ”尽管 染色 体 编号 倒数 第 二 , 21 号 
染色 体 实际 上 比 22 号 还 要 小 一 点 ,但 遗传 学 家 对 这 
条 染色 体 特别 感 兴趣 ， 因 为 它 与 唐 氏 综合 征 〈Down 
syndrome) 有 关 。 正 常人 有 2 个 21 号 染色 体 ， 而 唐 
氏 综合 征 患 者 有 3 个 21 号 染色 体 (trisomy 21), 该 
病 造 成 了 患者 智力 和 身体 的 异常 。 从 21 号 染色 体 序 
列 上 能 了 解 到 什么 ? 与 22 号 染色 体 比较 有 何 区 别 ? 

F, KE (219) 是 21 号 染色 体 测序 的 主要 


鞠 区 ， 因 为 短 辟 仅 含 很 少 的 基因 ， 且 长 度 在 不 同人 
之 间 有 很 大 变化 。 但 测序 联盟 还 是 对 短 臂 的 281kb 
进行 了 测序 ， 并 且 在 大 量 高 度 重复 序列 中 发 现 了 至 
少 一 个 基因 。 与 22 号 染色 体 类 似 ，21 号 染色 体 的 
序列 中 也 存在 间隙 , 但 只 有 3 个 ， 全 部 合 起 来 仅 
100kb。 这 意味 着 21 号 染色 体 被 测定 的 全 部 序列 
(33. 55Mb) 比 22 号 的 33. 46Mb 稍 多 一 些 。 

通过 序列 差异 所 揭示 的 两 个 染色 体 之 间 的 最 明 
显 的 不 同 是 21 号 染色 体 的 基因 密度 相对 要 低 些 。 测 
序 联盟 在 22 号 染色 体 发 现 了 545 个 基因 ， 而 21 号 
染色 体 只 发 现 了 225 个 基因 ， 这 些 基因 中 的 127 个 
是 已 知 基因 ，98 个 是 预测 基因 ， 还 鉴定 出 59 个 假 
基因 。 这 种 较 大 差异 可 以 部 分 地 解释 为 两 个 测序 组 
用 于 定位 基因 的 技术 不 同 ，22 号 染色 体 测序 组 部 分 
地 依据 与 EST 的 匹配 性 鉴定 基因 ， 而 21 号 染色 体 
测序 组 依据 更 严格 的 标准 ， 即 与 染色 体 一 定 区 域 匹 
配 的 EST 必须 显示 从 一 个 较 大 前 体 拼 接 过 的 标志 ， 
就 像 大 多 数 人 类 转录 产物 一 样 。 所 以 ， 这 种 比较 保 
守 的 方法 可 能 低估 了 21 号 染色 体 的 基因 数 。 


表 24.3 人 类 22 号 染色 体重 复 DNA 的 含量 


类 型 总 数 /个 总 的 碱 基 对 数 /bp 在 染色 体 所 占 比率 /%% 
Alu 20 188 5 621 998 16. 80 
HERV 255 160697 0.48 
LINE 1 8043 3256913 9.73 
LINE2 6381 1273571 3.81 
LTR 848 256 412 0.77 
MER 3757 763 390 2.28 
MIR 8426 1063 419 3.18 
MLT 2483 605813 1.81 
THE 304 93.159 0.28 
其 他 类 型 2313 625 562 1.87 
ZFM 1775 133765 0.40 
三 核 苷 酸 166 18410 0.06 
NREM 404 47691 0.14 
ERR 16 1612 0. 0048 
其 他 串联 形式 305 102245 0.31 
总 和 55 664 14 024 657 42.91 


Source: Adapted from Dunham, L , N. Shimizu, B. A, Roe, S. Chissoe, A. R. Hunt, J. E. Collins et al. , The DNA se- 


quence of human chromosome 22. Nature 402; 491, 1999. 


此 外 ，21 号 染色 体 联 盟 测序 组 采用 了 更 灵活 的 
计算 机 运算 法 则 [计算 机 模拟 预测 Cin silico predic- 
tion)] 评估 基因 ， 而 22 号 染色 体 测序 组 在 校正 时 必 
须 从 计算 机 模拟 预测 中 去 掉 假 阳性 ，21 号 染色 体 组 
没有 进行 校正 ， 有 可 能 高 估 了 21 号 染色 体 的 基因 
数 。 所 以 ，21 号 染色 体 测序 小 组 使 用 的 两 种 方法 ， 
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一 种 保守 ， 另 一 种 灵活 ， 可 能 相互 抵消 一 部 分 。 因 
此 ,可 以 比较 有 把 握 地 得 出 结论 ，219 染色 体 相对 
于 22q 染色 体 的 每 兆 碱 基 所 含 基因 较 少 。 这 也 许 有 
助 于 解释 为 什么 细胞 允许 一 个 额外 的 21 号 染色 体 拷 
贝 ， 尽 管 它 导致 了 唐 氏 综合 征 。 基 因数 目 较 少 可 能 
降低 了 有 一 条 额外 染色 体 拷贝 的 个 体 的 致死 率 。 


可 以 用 两 个 染色 体 中 估计 的 基因 数 预测 人 类 基 
因 的 总 数 吗 ? 这 种 推测 是 有 风险 的 ， 因 为 是 以 整个 
人 类 基因 组 的 2%% 为 基础 。21 号 染色 体 联盟 测序 组 
的 预测 是 ， 人 类 基因 组 的 基因 少 于 40 000 个 ,这 一 
数字 少 于 遗传 学 家 曾经 预测 的 100 000 个 ,但 仍然 
高 于 根据 已 完成 的 人 类 全 基因 组 草图 所 估计 的 23 
000 个 基因 。 

在 21 号 染色 体 序列 中 发 现 的 另 一 个 有 趣 现 象 是 
小 鼠 10 号 染色 体 的 24 个 基因 与 人 21 号 染色 体 的 基 
因 同 源 ， 且 这 些 基因 以 相同 的 顺序 出 现在 两 个 染色 
体 中 。 这 种 同 源 性 是 两 个 物种 进化 时 遗传 信息 高 度 
保守 的 另 一 个 标志 。 

21 号 染色 体 的 序列 测定 无 疑 促 进 了 遗传 病 相关 
基因 的 研究 ， 不 仅仅 是 唐 氏 综合 征 ， 还 包括 21 号 染 
色 体 的 单个 基因 和 缺失 所 造成 的 疾病 ， 如 阿尔 蒋 海 默 
病 〈Alzheimer's disease) FOLE 48 HE Ft MA OUR BE HL, 
HE (Lou Gehrig's disease), 


小 结 “ 人 类 染色 体 219 和 小 部 分 21p 已 经 测 
序 ， 剩 下 的 间隙 相当 少 并 且 不 长 。 序 列 揭示 该 染 
色 体 基因 较 少 , 仅 约 225 个 ， 另 有 59 个 假 基因 。 
小 鼠 10 号 染色 体 和 人 21 号 染色 体 共有 的 24 个 已 
知 基因 以 相同 的 顺序 出 现在 两 个 染色 体 中 。 


XX 染色体 X 染 色 体 之 所 以 尤为 引 人 注意 是 其 在 
性 连锁 疾病 中 的 特殊 地 位 ， 这 些 疾病 包括 血 友 病 
(hemophilia) 和 杜 兴 氏 肌 营养 不 良 症 〈Duchenne mus- 
cular dystrophy) 等 。 男性 只 有 一 条 XX 染 色 体 ,在 X 
染色 体 上 的 基因 若 发 生 突变 ， 由 于 缺少 相应 的 野生 型 
等 位 基因 作 “ 弥 补 ”， 所 以 很 容易 表现 出 病态 。 另外， 
X 染色 体 的 进化 也 同样 极 具 吸 引力 ，X 和 Y 染色 体 源 
于 一 对 常 染色 体 〈 非 性 染色 体 )， 经 过 长 时 间 的 进化 ， 
X 和 YY 染色 体 的 同 源 区 几乎 无 法 识别 了 。 在 分 化 过 
程 中 伴随 着 Y 染色 体 基因 的 丢失 ， 两 个 性 染色 体 只 
能 在 一 个 小 的 同 源 区 内 结合 在 一 起 。 

2005 年 ，Mark Ross 和 许多 合作 者 公布 了 人 类 
X 染色 体 的 完成 序列 。 对 其 155Mb 的 全 长 测序 了 
151Mb， 超 过 该 染色 体 常 染色 质 的 99.3%。 他 们 发 
现 该 染色 体 的 基因 密度 很 低 ， 只 有 1798 个 注释 基 
因 ， 其 中 包括 700 个 假 基 因 。 而 22 号 染色 体 在 
34Mb 的 DNA 序列 中 含 679 个 注释 基因 。 另 外 ，X 
WERKER L1 元件 (L1 element)。 该 元 件 的 确 发 
挥 着 重要 的 作用 ， 我 们 随后 将 看 到 相关 内 容 。 

对 X 染 色 体 上 的 基因 是 如 何 进行 注释 的 呢 ? 与 
描述 人 类 21 号 和 22 号 染色 体 的 作者 相 比 ， 描 述 X 
染色 体 的 作者 的 确 有 一 个 很 大 优势 ， 因 为 另外 5 种 
HED [小 鼠 (mouse), KM (rat), BED f 
《zebrafish) 、 两 种 河豚 (pufferfish)] 的 X 染色 体 测 


序 已 完成 。 通过 对 6 个 物种 X 染色 体 序列 的 比 对 ， 
从 人 类 和 染色 体 上 发 现 了 4493 个 进化 保守 区 (evo- 
lutionarily conserved region，ECR) 。 这 些 ECR 主要 
位 于 基因 的 外 显 子 中 ， 尽 管 有 少数 几 个 可 能 是 高 度 
保守 的 调控 区 和 结构 区 。4493 个 ECR 中 有 4393 个 
被 注释 为 位 于 编码 蛋白 质 的 外 显 子 区 ， 可 以 保守 地 
假设 这 4393 个 ECR 全 部 位 于 外 显 子 区 ， 这 表明 作 
者 已 注释 了 人 X 染色 体 97.8% (4393/4493) 的 外 
显 子 。 如 果 对 人 类 所 有 染色 体 进行 上 述 分 析 ， 林 更 
精确 地 估计 人 类 基因 组 所 含 基因 的 总 数 ， 现 在 认为 
这 个 数目 在 20 000~25 000, 

X 染色 体 还 编码 173 个 非 编码 RNA (ncRNA), 
其 中 一 些 RNA 的 功能 很 难 注释 ， 因 为 基因 和 假 基 
因 间 较 难 区 别 。 对 于 这 些 非 编 码 RNA， 只 有 当 其 转 
录 物 在 CDNA 文库 或 表达 序列 标签 中 得 以 确认 才能 
编 人 基因 名 录 中 。 该 染色 体 仅 包含 两 个 tRNA 基因 ， 
与 预测 的 全 基因 组 中 总 共有 几 百 个 tRNA 基因 相差 
甚 远 。X 染色 体 还 编码 了 13 个 microRNA (第 16 
章 )， 可 在 miRNA 注册 网 站 找到 这 些 分 子 。 

最 引 人 注 目的 ncRNA 可 能 是 32kb 的 XIST 
RNA (X ( 非 活性 ) 特异 性 转录 物 RNA [X (inac- 
tive) -specific transcript RNA]}， 它 在 女性 X 染色 
体 失 活 (X chromosome inactive, XCD 中 起 重要 作 
用 。 在 胚胎 早期 ， 在 女性 个 体 中 为 了 使 其 X 染色 体 
的 基因 剂量 与 只 有 单个 X 染色 体 的 男性 保持 平衡 ， 
-条 XX 染色 体 上 的 大 多 数 基因 保持 沉默 ， 这 种 沉默 
在 这 些 细胞 及 其 分 裂 后 代 细胞 中 持续 发 生 。XIST 
RNA 通过 覆盖 X 染 色 体 而 导致 基因 沉默 ， 这 一 事件 
一 旦 发 生 ，X 染色 体 上 仅 有 少数 几 个 基因 能 够 逃避 
沉默 ，XIST 基因 就 是 其 中 的 一 个 ， 它 必须 保持 活 
性 以 使 这 种 沉默 无 限期 地 延续 下 去 。 但 沉默 只 是 顺 
HK (cis) 的 ， 即 只 在 同一 条 染色 体 上 发 挥 作用 。 因 
此 ，XIST 基因 在 有 活性 的 X 染色 体 上 是 关闭 的 。 

为 使 整个 X 染色 体 保持 沉默 ， 需 要 许多 “ 驿 
站 ”(way station) 来 传递 沉默 信息 ， 有 关 驿 站 的 时 
期 证 据 源 自 当 其 他 染色 体 的 片段 转 座 到 肉 鼠 XX 染色 
体 后 ， 转 座 的 染色 体 片段 转 为 沉默 ， 但 只 是 一 定 程 
度 的 沉默 ， 可 能 是 由 于 这 些 片段 中 缺乏 驿站 。1998 
年 ，Mary Lyon 提出 LI 元 件 可 能 起 驿站 作用 ，X 染 
色 体 的 序列 支持 这 一 假说 。 相 对 而 言 ，X 染色 体 富 
ALIT, LI 元 件 遍及 整个 染色 体 。 对 X 染色 体 
不 同 区 域 分 析 发 现 ，L1 元 件数 与 基因 沉默 的 程度 密 
切 相关 。 

X 染 色 体 的 序列 还 揭示 了 X 染色 体 的 演化 。 前 
面 提 到 X 和 YY 染色 体 源 于 一 对 常 染色 体 ， 通 过 对 人 
XX 染色 体 序列 与 鸡 基因 组 序列 的 比较 ， 有 力 地 支持 
了 这 一 假说 。 人 类 XX 染色 体 长 辟 的 大 部 分 区 域 与 鸡 
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4 号 染色 体 〔 为 常 染 色 体 ) 短 臂 末 端 20Mb 的 片段 
AWR, AX X 染色体 短 臂 的 大 部 分 区 域 与 鸡 另 一 
个 常 染色 体 (1 号 染色 体 ) 的 片段 匹配 。 因 此 ， 在 
人 和 鸡 共 同 祖先 的 一 个 或 多 个 染色 体 中 都 含有 这 一 
批 基 因 。 对 鸡 而 言 ， 这 个 或 这 些 染 色 体 当然 是 进化 
了 ， 只 是 它们 仍然 是 常 染色 体 ， 而 在 人 类 这 些 染 色 
体重 组 到 一 对 染色 体 上 《如 果 它 们 之 前 是 分 开 的 )， 
并 且 进化 为 一 对 性 染色 体 。 

X 染色 体 进化 的 另 一 方面 表现 为 哺乳 动物 X He 
色 体 保持 高 度 保 守 的 同 线性 〈synteny)， 小 鼠 X Be 
色 体 有 9 个 较 大 区 域 的 序列 与 人 X 染色 体 同 线 
(syntenic), THAR X 染色 体 有 11 个 这 种 区 域 。 这 
些 同 线 区 几乎 布 满 整个 X 染色 体 。 为 什么 会 保持 这 
么 高 的 同 线性 呢 ? Susumu Ohno 提出 X 染色 体 失 活 
机 制 ， 该 机 制 一 旦 建立 ， 染 色 体 不 再 发 生 显著 的 重 
排 ， 所 以 不 同 生物 的 X 染色 体 基因 倾向 于 保持 相同 
的 顺序 ， 有 胎盘 的 哺乳 动物 正 是 如 此 。 

最 后 ， 本 节 开 始 时 提 到 X 染色 体 所 含 的 引起 人 
类 疾病 的 基因 与 其 基因 总 数 不 成 比例 。 虽然 X 染色 
体 基 因 相对 贫乏 ， 仅 占 人 类 基因 总 量 的 4% 左右 
但 在 所 有 单 基因 遗传 病 (mendelian disorder， 又 称 
为 经 典 遗传 病 ) 中 ，10% 的 疾病 相关 基因 定位 于 X 
染色 体 上 。 因 此 ，X 染色 体 的 序列 必定 有 助 于 医学 
研究 。 迄今 为 止 ， 图 位 克隆 已 经 确定 了 168 种 性 连 
锁 的 表 型 ， 其 中 43 种 得 益 于 X 染色 体 序列 的 测定 。 

小 结 ， 人 类 和 染色 体 151Mb 序列 的 测定 
( 常 染色 质 的 99. 3%) 揭示 了 .1798 个 蛋白 质 编码 
基因 (包括 168 个 与 性 连锁 表 型 相关 的 基因 ) 和 
173 个 非 编码 RNA 基因 。X 染色 体 富 含 LINE1l 
元 件 , 该 元 件 在 女性 XX 染色 体 失 活 机 制 中 可 能 起 
驿站 作用 。 人 类 染色 体 序列 和 鸡 基 因 组 序列 之 
间 的 比 对 结果 证 实 了 XX 染色 体 以 及 Y 染色 体 ) 
源 于 一 对 常 染 色 体 。3 种 哺乳 动物 X 染色 体 序列 
的 比 对 证 明 这 些 染 色 体 保持 着 高 度 保守 的 同 线 
性 ， 可 能 反映 了 进化 压力 稳定 地 保持 了 这 些 基因 
在 XX 染 色 体 上 的 顺序 。 

人 类 基因 组 工作 草图 和 完成 版 本 2001 年 2 
月 ，Venter 小 组 和 国际 联盟 分 别 公布 了 他 们 各 自 的 
人 类 全 基因 组 工作 草图 的 版 本 。 当 然 ， 这 两 个 版 本 
并 不 完善 ， 存 在 许多 缺陷 和 错误 ， 但 是 它们 包含 了 
大 量 有 用 的 信息 ， 科 学 家 们 要 花 很 长 时 间 对 其 分 析 
和 补充 。 此 外 ， 随 着 各 独立 测序 小 组 完成 其 艰难 的 
最 后 阶段 ， 即 填补 缺口 、 更 正 错误 ， 这 一 公布 的 草 
图 还 将 继续 完善 。 

这 两 个 组 最 惊人 的 发 现 是 基因 组 的 基因 数 很 低 。 
Venter 小 组 发 现 26 588 个 基因 (至少 有 两 方面 的 证 
据 支 持 ) 及 12 000 多 个 潜在 基因 。 这 些 潜在 的 基因 
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只 是 根据 计算 机 的 数据 确定 的 ， 还 没有 其 他 的 数据 
支持 这 一 猜测 ， 他 们 推测 这 些 潜在 的 基因 序列 大 部 
分 为 假 阳性 。 而 国际 联盟 预计 人 类 包含 有 
30 000 一 40 000 个 基因 。 我 们 随后 将 看 到 ， 根 据 已 
测定 的 人 类 基因 组 序列 估计 还 要 再 少 一 些 ， 应 该 少 
于 23 000。 

因此 ， 与 早期 估计 相反 ， 人 类 基因 的 数目 似乎 
RAGE BRAMAN 2 倍 。 显 然 ， 一 种 生物 
体 的 复杂 性 与 它 所 含 基因 的 数量 不 成 正比 。 那 么 怎 
么 解释 人 类 的 复杂 性 呢 ? 一 个 现成 的 解释 是 人 类 基 
因 的 表达 比 简单 生物 体 要 复杂 。 例 如 ， 估 计 至 少 有 
40% 的 人 类 基因 组 转录 物 经 历 了 选择 性 剪接 (第 14 
章 )。 因 此 ， 较 少数 量 的 编码 蛋白 质 结构 域 和 基 序 的 
基因 序列 可 以 不 同方 式 组 合 产生 具有 不 同 功能 的 丰 
富 多 样 的 蛋白 质 。 另 外 ， 人 类 和 蛋白质 的 翻译 后 修饰 
似乎 比 简单 生物 更 为 复杂 ， 这 也 是 产生 人 类 蛋白 质 
功能 多 样 性 的 原因 。 

另 一 个 重要 发 现 是 约 有 一 半 的 人 类 基因 组 源 于 
转 座 元 件 ， 这 些 元 件 在 基因 组 中 自主 复制 并 携带 人 
类 DNA 从 一 个 位 置 转移 到 另外 一 个 位 置 (第 23 
章 )。 虽 然 转 座 子 对 基因 组 有 巨大 的 贡献 ， 但 很 大 一 
部 分 转 座 子 仍 处 于 非 活性 状态 。 事 实 上 ， 一 方面 所 
有 的 DNA 转 座 子 都 是 无 活性 的 ， 所 有 包含 LTR 序 
列 的 反 轨 录 转 座 子 也 无 活性 ! 另 一 方面 ， 如 第 23 章 


并 引发 

许多 人 类 基因 可 能 源 于 细菌 ， 其 他 的 来 自 进入 
人 类 细胞 的 新 转 座 子 。 因 此 ， 人 类 基因 组 的 形成 不 
全 是 由 于 体内 基因 的 突变 和 重 排 ， 还 包括 外 界 基因 
的 引入 。 

经 过 多 年 的 预测 ， 人 类 基因 组 的 全 长 约 30 亿 bp 
《3Gb)。Venter 小 组 测序 结果 为 2. 9Gb， 国 际 联盟 
预测 基因 组 的 全 长 约 为 3. 2Gb。 

正如 本 章 前 面 所 提 到 的 ， 测 定 人 类 基因 组 的 国 
际 研究 协会 在 2003 年 春季 宣布 他 们 已 经 完成 了 人 类 
基因 组 的 测序 工作 ， 比 原 计划 提前 了 两 年 。 他 们 于 
2004 年 发 表 了 工作 结果 ， 与 草图 相 比 这 一 版 本 的 主 
要 优点 如 下 。 

1. 该 版 本 更 完全 。99%% 的 可 获得 序列 已 经 获 
得 ， 测 序 结果 为 2851 330 913bp 或 2. 85Gb (EP 28.5 
Z). 

2. 该 版 本 更 准确 。 错 误 率 仅 0. 001% ， 并 且 所 
有 序列 都 被 正确 拼接 。 

然而 ,仍然 有 341 个 缺口 ， 尽 管 其 中 的 33 个 是 
在 人 类 基因 组 计划 技 区 之 外 的 异 染色 质 区 。 当 然 
生物 学 家 一 般 都 承认 我 们 得 容忍 存在 缺口 。 再 者 
尽管 对 已 完成 的 草案 进行 了 修饰 ， 但 注释 仍然 很 困 


难 ， 我 们 仍然 不 知道 人 类 基因 组 中 真正 的 基因 数 。 
国际 联盟 发 现 了 22 287 个 编码 蛋白 质 的 基因 ， 包 括 
19 438 个 已 知 基因 和 2188 个 预测 基因 ， 比 基于 两 张 
人 类 基因 组 草图 做 出 的 估计 少 得 多 。 出 现 这 一 差异 
主要 是 由 于 早期 〈 基 因 组 作 图 阶段 } 对 同一 个 基因 
多 次 出 现 的 重复 计数 。 

我 们 还 能 从 完成 的 基因 组 图 谱 中 了 解 什么 呢 ? 
以 下 是 几 个 例子 ，22 289 个 基因 出 现 34 214 个 转录 
物 ， 大 约 每 个 基因 出 现 1. 5 个 转录 物 。 这 些 基因 表 
现 为 231 667 个 外 显 子 ， 即 每 个 基因 有 10. 4 个 外 显 
子 , 包括 所 有 这 些 外 显 子 的 DNA 数量 仅仅 是 
34Mb， 这 仅仅 是 人 类 基因 组 常 染色 质 的 1. 2%。 这 
些 信息 证 实 了 我 们 已 经 知道 的 一 些 知识 ， 即 人 类 基 
因 组 的 大 部 分 不 包含 蛋白 质 编码 基因 ， 而 是 编码 
rRNA, tRNA, snRNA 和 miRNA， 当 然 ， 这 些 
RNA 不 被 翻译 。 但 其 中 的 一 部 分 甚至 根本 不 被 转 
录 ， 它 们 的 功能 〈 如 果 有 的 话 ) MRENE. 

完成 的 基因 组 图 谱 也 有 助 于 人 类 进化 的 研究 ， 
首先 ， 它 重新 揭示 了 基因 成 对 出 现 的 机 制 ， 即 在 原 
始 基因 的 基础 上 产生 具有 新 功能 的 新 基因 ， 一 对 基 
因 中 的 一 个 保持 它 的 原始 功能 ， 而 另 一 个 可 以 不 断 
地 突变 并 演化 出 新 的 活性 ， 这 不 会 危及 它 的 原始 功 
能 ， 对 生存 而 言 也 是 必需 的 。 

其 次 ， 完 成 的 基因 组 图 谱 揭示 了 新 近 失 活 的 基 
因 或 假 基因 。 假 基因 的 研究 始 于 大 鼠 、 小 鼠 和 人 类 
基因 组 的 比较 ,结果 发 现在 3 种 生物 中 有 成 串 的 基 
因 ， 接 着 研究 者 从 这 些 成 串 基因 中 寻找 只 存在 于 嘲 
此 动物 而 不 存在 于 人 的 基因 。 最 后 ， 他 们 在 人 类 基 
因 组 检测 预计 含有 这 些 丢失 基因 的 区 域 ， 结 果 发 现 
了 37 个 候选 假 基因 ， 这 些 基因 虽然 都 已 失 活 但 仍 可 
清晰 地 识别 。 每 个 假 基因 平均 有 0. 8 个 非 成 熟 终 止 
密码 子 、1. 6 个 移 码 frameshift)。 这 些 突变 形式 的 
任何 一 个 都 导致 了 基因 的 失 活 。 显 然 ， 这 些 基因 不 
是 人 类 生存 所 必需 的 ， 虽 然 它们 可 能 是 人 类 、 大 和 鼠 
和 人 小 鼠 〈 或 者 可 能 还 是 喘 齿 动物 ) 共同 的 祖先 。 

为 了 证 实 这 些 假 基因 确实 是 失 活 的 ， 研 究 者 重 
新 对 其 中 的 34 个 进行 测序 ， 其 中 33 个 确实 是 失 活 
基因 ， 另 一 个 是 测序 出 错 造成 的 。 随 后 他 们 将 这 33 
个 序列 与 黑猩猩 基因 组 中 的 相应 序列 进行 比 对 ， 发 
现 这 些 假 基因 中 的 19 个 有 2 个 以 上 的 失 活 突变 ， 且 
在 黑猩猩 中 也 都 是 假 基因 ， 另 外 14 个 只 有 1 个 失 活 
突变 ， 有 趣 的 是 其 中 8 个 在 黑猩猩 中 也 是 假 基因 ， 
但 另外 有 5 个 是 有 功能 的 基因 ， 还 有 一 个 表现 为 多 
态 型 《 即 在 一 些 个 体 中 为 假 基因 ， 而 在 另 一 些 个 体 
中 为 功能 基因 )。 因 此 ， 我 们 可 以 通过 进化 的 时 代 看 
到 基因 失 活 的 痕迹 一 一 从 吵 齿 动物 与 人 类 的 分 化 以 
及 黑猩猩 与 人 类 的 分 化 。 


小 结 ”人 类 基因 组 草图 已 由 两 个 独立 的 研究 
组 报道 ， 结 果 显示 人 类 基因 组 所 含 基因 可 能 比 预 
计 的 更 少 ， 仅 为 25 000~40 000 个 。 基 因 组 的 = 
半 源 于 转 座 子 作用 ， 转 座 子 为 基因 组 贡献 了 许多 
基因 。 除 此 之 外 ,细菌 似乎 也 贡献 了 不 少 基因 
已 完成 的 人 类 基因 组 草图 比 工作 草图 更 加 完全 和 
准确 ， 但 仍 有 一 些 缺 口 。 基 于 完成 的 草图 ， 遗 传 
学 家 估计 基因 组 包含 20 000~25 000 个 基因 。 完 
成 章 图 也 在 人 类 进化 过 程 中 基因 的 产生 与 消失 方 
面 提供 了 有 价值 的 信息 。 


其 他 崔 椎 动物 基因 组 


REZE. HHIH (小 鼠 和 河豚 ) 
的 部 分 序列 是 如 何 帮助 识别 人 类 20 号 染色 体 基因 
É. 现在， 小刀 和 东方 红 鳍 印 (tiger pufferfish) 全 
部 序列 的 草图 已 经 公布 了 。 从 这 些 基因 组 中 可 获得 
什么 信息 呢 ? 有 以 下 几 点 比较 重要 。 

对 东方 红 鳍 钝 基因 组 测序 是 因为 其 基因 组 比 人 类 
的 小 得 多 ， 仅 为 人 类 序列 的 1/9。 二 者 的 不 同 之 处 不 
在 于 基因 序列 ， 而 在 于 内 含 子 的 大 小 和 DNA 重复 数 
的 不 同 。 东 方 红 鱼 钝 基因 的 内 含 子 比 人 的 要 少 得 多 ， 
DNA 的 重复 序列 也 少 得 多 。 比 较 东方 红 鱼 钝 和 人 基 
因 组 ， 基 因 组 学 家 可 鉴别 出 人 的 1000 个 基因 。 

导致 人 类 疾病 的 基因 突变 很 可 能 发 生 在 基因 的 
重要 位 点 ， 并 且 由 于 这 些 重要 位 点 非常 保守 ， 所 以 
可 通过 比较 亲缘 关系 较 远 的 两 组 脊椎 动物 (如 人 和 
AEE) 基因 组 来 识别 这 些 重要 的 位 点 。 比 较 
时 ， 通 常 不 用 小 鼠 基因 组 ， 因 为 它 和 人 类 基因 组 比 
较 相似 ， 其 原因 只 是 小 限 和 人 类 基因 组 尚 无 足够 的 
时 间 分 化 得 更 远 ， 除 一 些 重要 位 点 外 ， 其 他 许多 位 
点 也 很 保守 。 

与 3Gb 的 人 类 基因 组 相 比 ， 小 鼠 的 基因 组 稍微 
小 一 点 ， 约 2. 5Gb， 但 二 者 有 相同 的 基因 数 ， 而 且 
绝 大 部 分 是 相同 的 ， 小 鼠 99% 的 基因 可 以 在 人 类 基 
因 中 找到 其 相应 部 分 。 剩 下 的 1% 很 难 解释 人 类 和 
小 鼠 之 间 明 显 的 生物 学 差异 ， 因 此 除了 纯 DNA 之 
外 ， 应 该 还 有 其 他 物质 在 起 作用 。 初 步 研究 表明 ， 
造成 人 与 小 鼠 的 不 同 可 能 不 是 基因 本 身 而 是 基因 的 
调控 。 认 识 到 小 鼠 和 人 在 基因 组 结构 上 很 大 的 相似 
性 ， 科 学 家 用 小 鼠 代 赫 人 ， 可 做 一 些 不 能 在 人 体 进 
行 的 实验 。 例 如 ， 他 们 可 以 蔽 除 小 鼠 中 的 基因 ， 然 
后 观察 对 其 造成 的 影响 ， 这 提供 了 人 类 相应 同 源 基 
因 功 能 的 线索 。 分 子 生物 学 家 还 研究 了 小 鼠 发 育 期 
及 成 体 的 基因 表达 方式 ， 如 这 些 基 因 在 什么 时 候 及 
在 哪些 部 位 表达 。 这 些 结果 同样 能 给 人 类 相应 同 源 
基因 的 表达 方式 提供 有 益 的 信息 。 

2003 年 初 ， 比 较 人 与 小 鼠 基因 组 的 最 好 研究 主 
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要 是 针对 已 经 完成 测序 的 染色 体 ， 包 括 人 类 21 号 染 
色 体 和 小 鼠 16 号 染色 体 。 下 面 分 别 介绍 这 些 研究 
结果 。 

比较 人 类 21 号 染色 体 和 对 应 的 小 鼠 DNA, 发 
现 有 3000 个 保守 序列 。 更 为 惊讶 的 是 仅 有 一 半 的 保 
守 序 列 含有 基因 。 而 这 种 高 度 保守 性 表明 保守 序列 
很 重要 。 为 什么 会 如 此 保守 ? 也 许 它们 在 基因 表达 
中 起 作用 。 人 类 有 234 个 基因 匮乏 的 所 谓 “ 基 因 沙 
W” (gene desert)， 而 其 中 178 个 在 小 鼠 中 非常 保 
守 ， 这 种 看 起 来 无 用 的 DNA， 其 保守 程度 需要 解 
释 。 接 着 ， 基 因 组 学 家 们 毅 除 了 小 鼠 的 一 些 基因 ， 
以 研究 这 些 基因 的 丢失 会 造成 什么 影响 。 

2002 年 ，Venter 及 同事 报道 了 人 类 基因 组 序列 
AVNER 16 号 染色 体 序列 的 比较 。 他 们 发 现 很 多 同 线 
区 域 ， 即 这 些 区 域 有 很 高 的 同 源 性 ， 可 能 起 源 于 相 
同 的 哺乳 动物 染色 体 。 图 24. 14 从 蛋白 质 水 平分 析 
了 这 些 同 线 区 ， 发 现 小 鼠 16 号 染色 体 与 人 类 6 条 染 
色 体 〈 以 不 同 颜色 标 出 ) 有 同 源 性 ; 在 两 个 同 线 群 
中 发 现 和 人 类 3 号 染色 体 有 同 源 基因 ， 以 虚线 分 开 。 
因此 ， 小 鼠 16 号 染色 体 的 基因 代表 了 人 类 基因 组 的 
7 个 同 线 群 。 

这 两 个 物种 同 线 区 同 源 性 的 程度 非常 显著 。 小 
鼠 染色 体 的 731 个 基因 中 ，717 个 〈98%) 与 人 类 
基因 有 同 源 性 。 这 一 高 度 同 源 性 在 很 大 程度 上 遮掩 
了 这 样 一 个 事实 : 小 鼠 一 条 染色 体 可 由 6 个 不 同 的 
人 类 染色 体 上 的 同 源 区 段 和 7 个 自身 的 同 线 群 所 代 
R. 染色 体 在 进化 中 不 断 变化 ， 但 有 关 基 因 表达 的 
染色 体 区 及 大 的 同 线 群 内 的 基因 次 序 改变 不 大 ， 当 
染色 体 损伤 和 易 位 时 才 会 发 生 这 种 改变 。 例 如 ， 魔 
科 的 两 个 亲缘 关系 很 近 的 种 ， 经 过 大 量 的 染色 体 断 
裂 (或 连接 ,或 二 者 都 有 )， 使 这 两 个 物种 发 生 了 分 
化 ， 以 至 于 一 个 只 有 3 对 染色 体 ， 另 一 个 却 有 23 
对 ! 然而 ， 这 两 个 物种 经 过 杂交 后 ， 可 以 产生 健康 
但 不 育 的 后 代 。 

小 鼠 和 人 在 基因 组 学 上 的 相似 程度 ， 明 显 地 与 
这 两 个 物种 的 外 表 和 行为 不 成 比例 。 如 何 解释 这 种 
矛盾 呢 ? 如 果 不 能 从 基因 本 身 找 到 答案 ， 那 就 应 该 
从 基因 的 表达 方式 上 研究 。 有 些 答案 已 被 证 实 。 我 
们 知道 人 类 基因 常常 需要 经 历 大 量 的 选择 性 剪接 ， 
据 估计 ， 实 际 上 人 类 基因 的 40% 在 体内 有 至 少 两 种 
不 同 的 剪接 方式 (第 14 章 )， 这 使 人 类 蛋白 质 组 
(全 部 人 类 蛋白 质 ) 比 基因 组 更 为 复杂 。 有 证 据 表明 
人 类 基因 与 其 近亲 黑猩猩 的 同一 组 基因 在 表达 模式 
上 有 非常 大 的 差异 ， 与 小 鼠 的 差异 甚至 会 更 大 。 这 
可 能 源 于 microRNA 的 控制 ， 相 对 于 蛋白 质 编码 基 
FA, microRNA 在 小 鼠 和 人 类 之 间 的 差别 似乎 更 
大 些 。 
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图 24.14 小 鼠 16 号 染色 体 与 人 类 基因 组 的 共 
线 保守 区 域 。 通 过 蛋白 质 水 平 的 分 析 检 测 同 源 
基因 。 小 鼠 16 号 染色 体 在 左边 标 出 ， 人 类 6 个 
不 同 染色 体 的 同 线 区 在 右边 标 出 〈 不 同 颜色 表 
示人 类 不 同 染色 体 ) 。 小 鼠 和 人 的 种 间 同 源 基因 
用 彩色 线 连 接 起 来 〈 如 中 间 图 所 示 )， 以 细 水 平 
ROAR RE, DAs 红色 ， 人 类 )。 人 类 3 号 
染色 体 上 与 小 鼠 16 号 染色 体 上 的 同 源 基因 可 在 
两 个 明显 不 同 的 同 线 群 中 找到 ， 以 虚线 分 开 。 线 
上 方 的 是 人 类 3q27~ 29 染色 体 区 域 ; 线 下 方 的 
是 3qll. 1 一 13.3 K. (Source: Adapted from 
Mural et al. , Science 296 (2002) Fig. 3, p. 1666. ) 


IME RURAL APES EAA, 
现 了 很 多 相似 和 不 同 之 处 。 这些 比较 还 有 助 于 监 
定 一 些 人 类 基因 ， 而 且 也 有 助 于 找 出 人 类 遗传 病 
的 致 病 基因 。 我 们 还 可 以 利用 亲缘 关系 相近 的 物 
种 ， 如 通过 研究 小 鼠 基 因 的 表达 规律 ， 预 测 人 类 
相应 基因 的 表达 规律 。 小 鼠 和 人 类 染色 体 的 详细 
比较 表明 ， 这 两 个 物种 之 间 有 很 高 的 相似 性 。 


最 小 的 基因 组 


到 2002 年 初 ,已 有 50 余 种 细菌 基因 组 被 测序 。 
其 中 最 小 的 应 属于 胞 内 寄生 菌 ， 如 支原体 、 发 疹 伤 
寒 等 的 病原 体 ( 一 种 能 够 引起 高 山 眩 蛙 发 热 的 病原 
体 家 族 成 员 之 一 )， 以 及 寄生 螺旋 菌 ， 如 包 柔 氏 螺旋 
{KB (Borrelia burgdorferi， 一 种 引起 莱 姆 关节 炎 
的 细菌 )。 作 为 最 小 细菌 基因 组 的 记录 一 直 由 生殖 道 
支原体 (Mycoplasma genitalium) 保持 ， 仅 有 
530kb。 以 上 分 析 使 遗传 学 家 不 禁 要 问 , “能 够 维持 
生命 的 最 小 的 基因 组 是 什么 ?” 

解答 该 问题 的 一 种 方法 是 比较 各 细菌 基因 组 
发 现 其 最 小 共有 部 分 ， 即 它们 共同 拥有 的 基因 。 但 
是 这 样 产 生 了 一 组 含有 约 80 个 基因 的 基因 组 ， 明 显 
太 少 而 不 能 维持 生命 。 因 此 ， 不 同 的 细菌 必然 有 其 
不 同 途径 使 它们 的 基因 组 旦 连续 性 ， 仅 简单 地 找 出 
这 些 不 同 途径 相 和 鸽 的 终点 是 没有 用 的 

1999 年 ，Craig Venter 及 同事 报道 了 用 另 一 种 
方法 发 现 最 小 基因 组 的 结果 。 他 们 利用 转 座 子 干扰 
基因 ， 系 统 地 对 生殖 道 支原体 及 相关 的 肺炎 支原体 
(Mycoplasma pneumoniae) 基因 进行 突变 ， 然 后 观 
察 哪 种 基因 是 必需 的 ， 哪 种 是 非 必需 的 。 他 们 发 现 
在 这 些 生物 中 ，480 个 蛋白 质 编码 基因 中 的 265 ~ 
350 个 是 必需 的 ,但 其 中 的 111 个 功能 尚 属 未知 ， 
这 非常 令 人 吃惊 ,表明 仍然 有 很 多 东西 要 了 解 ， 究 
竟 是 什么 承担 了 维持 生命 的 重任 。 

该 实验 鉴定 了 必需 基因 锐 essential gene set), 
即 该 组 基因 的 缺失 是 致死 性 的 。 必 和 需 基因 簇 不 同 于 
最 小 基因 组 (minimal genome) ， 后 者 表示 真实 生物 
维持 生命 的 基因 集合 。 这 种 区 别 源 于 一 个 事实 ， 有 
机 体 自身 可 以 承受 缺失 某 些 基因 ， 但 是 两 个 或 更 多 
这 些 基因 的 同时 缺失 是 致死 性 的 ， 因 此 ， 这 些 基因 
不 是 基本 基因 组 簇 ， 而 是 最 小 基因 组 的 一 部 分 

接 下 来 的 任务 是 找 出 哪些 基因 和 需 添加 到 必需 基 
因 敌 以 产生 最 小 基因 组 。Venter 及 同事 雄心 勃勃 地 
提出 : 构建 携带 若干 基因 的 DNA 框 (DNA cas- 
sette) ， 然 后 将 该 框 转 人 肺炎 菌 细胞 中 ， 该 细胞 的 自 
身 基因 已 失 活 ， 所 以 不 会 混淆 结果 。 他 们 用 不 同 组 
合 的 基因 进行 实验 ， 直 到 发 现 一 个 含有 最 少数 量 ， 
但 又 能 维持 生命 的 基因 组 合 。 

这 一 计划 必须 处 理 的 难题 是 如 何 使 这 些 基因 能 
够 在 新 的 、 不 含有 自身 任何 基因 的 细胞 中 正常 行使 
功能 ， 而 且 Venter 及 同事 也 承认 该 难题 可 能 难以 克 
服 。 的 确 ， 我 们 可 以 将 一 个 或 几 个 外 源 基因 转 到 正 
常 细菌 细胞 中 ， 并 且 顺 利 表 达 ， 但 全 部 都 是 外 源 基 
因 的 情况 下 又 会 怎样 呢 ? 很 可 能 基因 不 表达 ， 而 仅 
仅 是 存在 于 细胞 中 。Bernhard Palsson 对 这 一 问题 是 


这 样 表述 的 :“ 怎 样 去 激活 一 个 新 的 基因 组 呢 ?” 

假设 这 一 技术 性 问题 能 够 解决 ， 潜 在 的 伦理 问 
题 仍然 存在 : 以 无 生命 元 件 去 创造 生命 道德 吗 ? 认 
识 到 这 些 问题 ，Venter 及 同事 向 伦理 学 家 小 组 递交 
了 他 们 的 计划 。1999 年 ， 伦 理学 家 小 组 做 出 决定 认 
为 这 一 计划 不 存在 严重 的 伦理 问题 。 但 他 们 确实 也 
看 到 了 安全 性 问题 ， 并 建议 公众 官员 检验 Venter 及 
同事 将 要 创造 的 人 造 生命 形式 对 环境 可 能 造成 的 危 
险 性 ,或 能 被 改造 用 于 生物 向 怖 或 生物 战争 的 可 
能 性 。 

为 什么 要 构建 一 个 含有 最 小 基因 组 的 生物 体 呢 ? 
从 纯 科学 角度 来 讲 ， 存 在 这 么 一 种 含有 最 小 基因 组 
的 生物 很 重要 ， 它 可 以 研究 为 什么 需要 这 些 特殊 基 
因 ， 而 且 还 可 能 有 独特 的 应 用 价值 。 事 实 上 ，Ven- 
ter 及 同事 计划 补充 不 同 的 基因 给 最 小 基因 组 以 使 细 
获 能 够 产生 燃料 ， 诸 如 和 毛 ， 或 者 清除 代谢 废物 包括 
来 自 于 植物 的 CO: 。 

最 后 ， 值 得 注意 的 是 生殖 道 支原体 和 其 他 细胞 
内 寄生 菌 ， 由 于 它们 的 寄生 生活 ， 可 以 伐 幸 摆脱 小 
基因 组 的 困扰 。 它 们 从 寄主 中 汲取 了 所 需 的 大 部 分 
营养 ， 所 以 在 自身 没有 所 需 营 养 基因 的 条 件 下 能 够 
生存 。 事实 上 ,以 人 为 寄主 的 肺炎 菌 早已 将 自身 的 
基因 组 进化 得 与 维持 生命 所 需 最 小 基因 组 比较 接近 ， 
但 是 科学 家 们 仍然 需要 将 其 变 得 更 小 ， 即 在 严格 控 
制 的 实验 条 件 下 勉强 维持 生命 的 最 小 基因 组 。 

小 结 “ 通 过 每 次 突变 一 个 基因 来 观察 哪些 基 
因 是 生命 必需 的 方法 ， 来 定义 简单 生物 体 的 必需 
基因 组 是 可 能 的 。 原 则 上 讲 ， 此 方法 定义 最 小 基 
因 组 一 一 生命 所 必需 的 最 小 基因 组 也 是 可 能 的 
很 可 能 最 小 基因 组 大 于 必需 基因 组 。 理 论 上 讲 
将 最 小 基因 组 转 到 缺失 自身 基因 的 细胞 中 并 创造 
新 的 生命 形式 也 是 可 能 的 ， 这 种 新 的 生命 形式 可 
以 在 实验 条 件 下 存活 和 繁殖 ， 添 加 选择 性 基因 
后 ， 这 种 被 改造 后 的 生命 形式 可 以 行使 多 种 有 用 
的 功能 。 


生命 条 形 码 


分 类 学 家 主要 从 事 生物 体 分 类 并 理解 它们 的 差 
异 和 关系 ， 传 统 的 分 类 学 仅仅 以 生物 体 的 外 观 和 形 
态 特征 为 基础 区 分 不 同 的 物种 。 现 在 已 经 进入 DNA 
测序 时 代 ， 他 们 获得 了 另 一 个 工具 ， 因 为 不 同 的 物 
种 有 不 同 的 DNA 序列 以 及 不 同 的 外 观 。 如 果 保 持 
恒定 的 突变 率 ， 还 可 以 根据 两 个 生物 的 DNA 序列 
间 差异 的 程度 准确 地 估算 它们 之 间 的 遗传 距离 或 两 
个 物种 分 化 的 时 间 。 

然而 ， 我 们 要 对 数 百 万 物种 进行 测序 ， 不 可 能 
用 现在 的 技术 对 所 有 物种 的 基因 组 或 仅仅 一 个 较 大 
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的 基因 片段 进行 测序 。 但 是 分 类 学 家 可 以 将 研究 集 
中 在 所 研究 的 物种 间 有 显著 差异 的 一 个 特定 区 域 。 
一 组 叫做 生命 条 形 码 联盟 〈Consortium for the Bar- 
code of Life，CBOL) 的 科学 家 提出 从 地 球 的 每 一 种 
物种 中 获得 其 基因 组 的 一 段 相对 较 短 的 DNA 序列 ， 
该 序列 相当 于 条 形 码 。 理 论 上 ， 这 使 我 们 能 够 快速 
地 鉴定 任何 已 知 的 物种 ， 包 括 生物 恶 怖 主义 的 “ 武 
器 "， 而 且 这 也 将 有 助 于 将 新 物种 放 入 进化 树 合适 的 
一 个 分 支 上 。 这 项 工作 可 以 从 已 知 的 170 万 种 动物 
和 植物 开始 并 延伸 到 其 余 的 一 千 万 甚至 更 多 的 未 知 
物种 〈 不 包括 微生物 ) 。 

CBOL 的 科学 家 选择 了 线粒体 细胞 色素 C 氧化 
酶 亚 单位 1 (cytochrome c oxidase subunit 1, COI 
基因 中 一 个 648bp 的 特定 区 段 作为 条 形 码 ， 这 至 少 
对 动物 是 合适 的 。 所 有 物种 都 有 这 个 基因 ， 这 个 区 
域 在 相近 物种 间 表现 出 一 定 的 差异 ， 但 在 同一 物种 
的 个 体 间 差异 很 小 。 例 如 ， 这 个 648bp 的 条 形 码 在 
不 同人 之 间 的 差异 仅 为 1 或 2 个 碱 基 的 差异 ， 而 人 
和 在 进化 树 中 与 我 们 近邻 的 黑猩猩 差异 为 60 个 碱 
基 。648bp 的 序列 很 容易 由 自动 测序 仪 获得 ， 由 于 
每 个 细胞 含有 100 一 10 000 个 线粒体 DNA 拷贝 ， 故 
相对 于 核 DNA 只 有 2 个 拷贝 而 言 ， 线 粒 体 DNA 更 
容易 纯化 。 

COI 条形码 的 一 个 缺点 是 植物 线粒体 DNA FF 
列 的 变异 较 动物 小 得 多 ， 因 此 ，COI 条 形 码 对 植物 
而 言 不 是 很 有 效 。 可 能 包括 两 个 基因 在 内 的 一 个 新 
区 域 正在 发 展 为 适用 于 植物 的 新 条 形 码 。 

小 结 ”通过 建立 条 形 码 来 识别 地 球 上 的 所 有 
物种 的 研究 已 经 开始 ， 第 一 个 “生命 条 形 码 ”将 
由 等 个 生物 体 都 存在 的 线粒体 COI 基因 中 一 段 
648bp 的 序列 组 成 ， 此 序列 足以 特异 性 地 鉴定 出 
玫 乎 所 有 的 动物 。 另 一 个 新 的 条 形 码 序列 是 为 植 
物 设计 的 ， 也 许 最 终 可 以 延伸 到 微生物 .。 


24.3 ”基因 组 学 的 应 用 


到 目前 为 止 , 我 们 在 本 章 前 面 的 章节 中 讨论 最 
多 的 就 是 寻找 和 获得 基因 组 序列 。 现 在 需要 了 解 获 
得 了 一 个 基因 组 或 一 组 基因 组 的 序列 后 究竟 有 什么 
用 ? 毫 无 疑问 它 有 很 多 用 途 ， 所 有 的 用 途 都 可 以 标 
记 为 后 基因 组 (postgenomic)， 因 为 其 依赖 于 已 经 
存在 的 基因 组 信息 。 我 们 已 经 触及 的 一 个 主要 应 用 
是 利用 基因 组 开展 进化 研究 。 另 一 类 应 用 称 为 功能 
基因 组 学 (functional genomics)， 研 究 基因 组 的 功 
能 和 表达 。 
首先 来 关注 基因 组 在 RNA 水 平 上 的 表达 ， 如 
+ 728+ 


果 我 们 在 考虑 一 个 生物 体 在 任何 给 定时 间 产 生 的 所 
有 转录 物 ， 我 们 称 其 为 转录 组 (transcriptome), 
似 于 “基因 组 ”。 这 一 术语 涉及 一 个 生物 体 的 所 有 基 
A. 在 功能 基因 组 学 研究 中 分 出 一 个 领域 ， 即 同时 
检测 许多 基因 的 RNA 产物 水 平 ， 称 之 为 转录 组 学 
(transcriptomics) 。 

其 次 ， 利 用 基因 组 学 的 知识 系统 地 逐次 阻 断 一 
个 基因 的 表达 ， 并 检测 其 对 某 一 生物 体 或 生物 体 某 
一 功能 的 特定 方面 的 影响 ， 这 一 类 分 析 称 之 为 基因 
组 功能 谱 分 析 (genomic functional profiling) 。 

再 次 ， 可 以 对 多 个 个 体 的 基因 组 进行 比 对 ， 以 
发 现 它们 之 间 的 显著 差异 。 例 如 ， 单 个 核 苷 酸 的 不 
同 被 称 为 单 核 苷 酸 多 态 性 〈singlenucleotide poly- 
morphism, SNP). 。 有 时 这 些 SNP 与 遗传 紊乱 或 没 
有 明显 特征 疾病 〈 如 药物 的 敏感 性 ) 密切 相关 。 但 
SNP 并 不 是 人 类 基因 组 间 唯 一 的 常见 差异 ， 遗 传 学 
家 看 的 越 多 ， 发 现 的 染色 体 结构 变异 也 越 多 ， 如 倒 
位 、 重 复 和 缺失 。 而 且 ， 至 少 这 些 变异 中 的 一 些 显 
现 重要 的 作用 。 例 如 ， 在 欧洲 人 中 常常 发 现 一 个 倒 
位 片段 , 但 在 非洲 人 和 亚洲 人 中 没有 ， 并且 带 有 这 
个 倒 位 片段 的 妇女 比 不 带 有 这 个 倒 位 片段 的 妇女 有 
更 多 的 孩子 ， 这 个 倒 位 似乎 提供 了 某 种 进化 优势 。 

最 后 ， 可 以 研究 基因 组 蛋白 质 产物 的 结构 和 功 
能 ， 在 一 定 程度 上 着 重 于 蛋白 质 结构 的 研究 ， 被 称 
为 结构 基因 组 学 (structural genomics)， 但 整体 被 
称 为 蛋白 质 组 学 (proteomics)， 本 章 的 后 一 节 再 并 
述 这 个 学 科 。 本 节 主 要 讨论 转录 组 学 、 功 能 基因 组 
学 、 基 因 组 功能 分 析 和 SNP, 


转录 组 学 


要 揭示 特异 组 织 中 某 个 基因 随时 间 的 表达 模式 ， 
可 以 进行 斑点 印迹 分 析 (dot blot analysis)， 该 方法 
在 第 5 章 中 已 讨论 过 。 在 标准 的 点 杂交 中 ， 将 含有 
要 研究 基因 的 单 链 DNA 点 在 腊 上 形成 直径 为 几 毫 
米 的 点 ， 然 后 用 标记 的 RNA 《从 所 研究 的 组 织 中 分 
不 同时 间 提 取 获 得 ) 与 膜 上 的 点 进行 杂交 。 但 是 ， 
如 果 想 同时 研究 特定 组 织 中 所 有 基因 随时 间 的 表达 
模式 ， 情 形 会 怎样 呢 ? 原则 上 讲 ， 可 以 将 同一 个 细 
胞 中 所 有 mRNA 所 对 应 的 成 千 上 万 个 单 链 DNA 全 
部 点 在 一 张 膜 上 ， 然 后 用 标记 的 细胞 RNA 与 此 膜 
进行 杂交 。 但 如 果 是 这 样 ， 超 大 的 膜 会 产生 严重 问 
T. 幸运 的 是 , 分 子 生物 学 家 设计 了 一 些 新 方法 来 
最 大 限度 地 缩小 膜 ， 而 且 开发 了 一 些 新 的 技术 来 分 
析 整 个 基因 组 的 表达 情况 。 我 们 先 来 了 解 一 下 DNA 
微 阵列 和 基因 芯片 ， 然 后 再 深入 到 一 些 更 加 奇妙 的 
技术 领域 。 

DNA 微 阵列 和 芯片 ”为 了 解决 膜 的 大 小 问题 ， 


分 子 生物 学 家 利用 喷 墨 打印 机 技术 将 极 少量 的 DNA ” 些 点 小 到 直径 仅 100 一 150km， 而 点 与 点 的 间距 只 有 
点 在 一 个 很 小 面积 的 芯片 上 ， 所 以 每 一 个 点 都 非常 。 200~250 pm, 微 阵 列 的 结果 看 起 来 就 像 图 24.15 所 
小 。 这 就 允许 很 多 不 同 的 DNA 点 在 同一 张 芯片 上 上， Re M 24.15 中 显示 的 是 在 一 张 普通 的 显微镜 载 玻 
此 为 DNA 微 阵 列 (DNA microarray)。 由 Vivian ”片上 只 有 7500 个 DNA 点 的 微 阵列 ， 如 果 点 的 密度 
Cheung 及 同事 研制 的 一 种 机 器 人 系统 ， 可 以 同时 用 。 提高 ， 结 果 会 更 好 。 点 样 后 ， 玻 片上 的 DNA 被 风 
12 个 平行 的 微 针管 操作 ， 每 一 针管 可 挤 出 非常 微量 。 干 ， 同 时 在 紫外 光 下 使 DNA 与 玻 片 上 的 硅烷 化 表 
的 DNA 溶 液 〈0. 25~1.0nL, 1/1000000000L), 这 ” 层 共 价 交 联 。 

图 24.15 DNA 微 阵 列 示意 图 。 图 示 标准 的 

1 X3" 显 微 镜 载 玻 片上 的 一 个 7500 个 DNA 
点 的 微 阵列 。 每 个 点 的 直径 为 200pm， 点 间 

距 为 400km。 这 并 不 意味 已 达到 了 最 高 密 

度 。 实 际 上 在 这 样 一 张 玻 片 上 可 以 放置 超过 

50 000 个 A. (Source; Adapted from 
Cheung, V.G. , M. Morley, F. Aguilar, A. 

Massimi, R. Kucherlapati, and G. Childs, 

Making and reading microarrays. Nature Ge- 

netics Supplement Vol. 21 (1999) f. 2, 

P. 17.) 


另 一 个 缩小 膜 尺寸 的 策略 是 直接 在 芯片 的 表面 AAR. RERE ETERA, 1 
合成 许多 寒 聚 核 背 酸 。Steven Fodor 及 同事 在 1991 。 未 遮光 区 域 的 光敏 基 团 被 成 功 去 除 ， 随 之 利用 化 学 
年 创立 了 这 种 方法 ， 他 们 采用 计算 机 芯片 制作 中 所 。 合成 法 将 同一 核 苷 酸 加 在 所 有 去 除了 光敏 基 团 的 接 
使 用 的 照相 平版 印刷 技术 《photolithographic tech- 。 头 上 。 接 着 ,又 将 另 一 组 点 阵 进行 遮盖 ， 光 照 去 除 
nique)， 在 极 小 面积 和 空间 里 合成 短 链 DNA (ER ”其 他 点 阵 上 的 光敏 基 团 ， 加 入 另 一 种 核 苷 酸 。 在 两 
核 区 酸 )。 这 一 技术 发 展 到 1999 4 (H 24.16), F 。“ 步 合成 中 都 未 被 覆盖 的 点 上 ， 形 成 二 核 背 酸 。 通 过 
究 人 员 开 始 使 用 附加 有 人 工 合成 接头 的 小 玻 片 开始 重复 以 上 过 程 ， 可 以 在 这 些 点 上 建立 起 不 同 寡 核 苷 
寡 聚 核 背 酸 的 合成 工作 ， 这 些 接头 起 初 都 被 光敏 基 。。 酸 的 微 阵列 。 由 此 产生 的 芯片 称 为 DNA 芯片 CDNA 
团 (能 够 与 光 产生 反应 从 而 被 去 除 ) 所 封闭 。 将 玻 microchip) WIARE oligonucleotide array), 


|<—1" (25.4mm) —=| 


Lu 


= 3" (76.2mm) 


图 24. 16 ERMERLAG KHER. BH LOR RM, TR wee eB OTSA 
《红色 )。 这 些 封 闭 剂 可 以 被 光照 所 消除 ， 而 其 中 被 遮盖 的 部 分 〈 蓝 色 ) 光 不 能 穿 透 。 在 第 一 轮 反应 中 ，6 个 
点 中 的 4 个 被 庶 南 起 来 ,只 有 2 个 可 被 光照 去 除 封 闭 剂 ， 一 个 自 带 封闭 剂 的 鸟 苷 酸 被 加 到 一 个 去 除 封闭 的 底 
物 上 。 在 第 二 轮 中 ，3 TABER, ARN 个 暴露 在 光照 下 ， 这 包括 早已 加 上 了 G 的 点 。 这 样 ， 在 一 
个 自 带 封闭 剂 的 腺 背 酸 被 加 到 3 个 去 封闭 的 点 上 后 ， 第 一 个 点 变 成 了 GA 两 个 核 音 酸 ， 第 三 个 和 第 六 个 点 分 
别 含有 一 个 腺 华 酸 ， 第 四 个 是 G， 第 二 个 和 第 五 个 点 在 第 一 轮 和 第 二 轮 中 均 被 造 珊 ， 因 此 没有 核 苷 酸 推 入 。 
这 样 循环 下 去 ， 每 一 次 让 蔽 的 位 置 不 同 ， 且 加 入 的 核 背 酸 也 不 同 ， 最 后 在 每 一 个 点 上 都 会 形成 各 不 相同 的 寡 
聚 核 苷 酸 链 。 
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这 一 技术 如 此 神奇 ， 它 能 够 将 大 约 300 000 + SER 
核 苷 酸 点 微缩 在 仅 1. 28cmX1. 28cm ( 约 0. Sin?) 的 
面积 上 。 而 且 这 一 过 程 非常 高 效 ， 能 使 4 个 不 同 的 
赛 聚 核 背 酸 只 需 在 4Xn 个 循环 中 完成 合成 。 因 此 ， 
如 果 目 标 是 产生 由 4 种 核 苷 酸 产生 的 所 有 9mer FEE 
核 苷 酸 的 组 合 (4 ,或 者 250 000 PARSER 
酸 )， 只 需要 4X9= 36 个 循环 就 可 以 完成 。 那 么 ， 
将 一 个 人 类 基因 从 基因 组 中 完全 无 误 地 鉴别 出 来 ， 
所 用 的 穿 聚 核 苷 酸 链 需 要 多 长 ? 如 果 人 掌握 了 人 类 基 
因 组 的 序列 将 有 利于 我 们 精确 地 回答 这 一 问题 。 但 
是 ， 即 使 我 们 没有 这 些 信息 ， 仍 然 可 以 做 一 个 最 小 
估算 。 一 个 有 ?个 核 背 酸 的 DNA 序列 在 每 4" 个 碱 
基 中 出 现 一 次 ， 换 句 话说， 一 个 DNA 序列 要 在 长 
度 为 4 个 碱 基 的 DNA 中 出 现 一 次 ， 其 长 度 必 须 是 
个 核 苷 酸 。 这 样 我 们 需要 解 下 列 方程 求 出 >， 找 出 
在 整个 人 类 基因 组 3.5X 10° bp 的 序列 中 仅 出 现 一 次 
的 赛 诊 核 苷 酸 长 度 的 最 小 值 为 
4"=3.5X10° 

答案 是 ， 如 果 n=16, 473.5% 10°, WEER 
MEMEDE 16 个 碱 基 ， 这 需要 4X 16 一 64 个 循 
环 来 建立 一 个 寡 聚 核 苷 酸 阵 列 。 然 而 我 们 已 经 谈 到 
这 是 一 个 最 少 的 估计 ， 最 好 是 比 以 上 所 计算 的 长 度 
长 一 些 ， 以 确保 其 在 人 类 基因 组 中 只 重复 一 次 。 


早 在 人 类 第 一 条 染色 体 的 序列 发 表 以 前 ，Affy- 
metrix 公司 的 科学 家 们 就 已 经 设计 了 识别 单个 基因 
的 25mer 的 穿 聚 核 苷 酸 芯 片 。 他 们 的 设计 基于 当时 
的 已 知 序列 ， 包括 很 多 数据 库 中 的 表达 序列 标签 
《EST)。 为 了 增加 所 制作 的 芯片 的 可 信和 度 ， 他 们 将 
每 个 寡 核 苷 酸 在 一 张 芯 片上 进行 了 多 次 重复 ， 以 使 
获得 的 结果 可 以 进行 相互 对 比 。 

芯片 上 的 赛 核 苷 酸 或 微 阵 列 上 的 CDNA 都 可 以 
与 标记 的 细胞 RNA 或 相应 的 cDNA 进行 杂交 以 检 
验 细胞 中 哪些 基因 正在 转录 。 例 如 ，Patrick Brown 
及 同事 利用 DNA 微 阵 列 技 术 来 检测 血清 对 人 类 细 
胞 RNA 合成 的 影响 。 他 们 分 别 从 含 或 不 含 血清 的 
细胞 中 分 离 RNA， 进 行 反 转录 ， 并 在 此 过 程 中 将 带 
有 荧光 染料 的 核 背 酸 挫 人 cDNA 进行 标记 。 绿 色 菊 
光 代表 不 含 血清 的 人 类 细胞 样品 ， 红 色 代表 含 血清 
的 细胞 样品 。 然 后 将 两 种 标记 的 cDNA 混合 ， 与 含 
有 8613 个 不 同人 类 基因 的 CDNA 微 阵 列 杂交 ， 最 后 
检测 荧光 信号 。 图 24. 17 显示 三 次 杂交 的 同一 区 域 
的 DNA 微 阵列 杂交 荧光 信号 ， 红 点 表示 被 血清 诱 
导 转 录 的 基因 ， 绿 色 表 示 无 血清 细胞 中 转录 的 基因 ， 
黄 点 则 表示 两 种 探 针 同 时 杂交 到 同一 个 点 上 ， 因 此 
黄 点 表示 无 论 有 无 血清 均 能 够 活跃 转录 的 基因 。 


图 24.17 DNA 芯片 的 应 用 。Brown 及 同事 分 别 从 血清 刺激 和 缺乏 血清 的 人 类 细胞 的 RNA 反 转 录 获 
得 cDNA。 他 们 将 缺乏 血清 的 样品 标记 为 绿色 荧光 ; 血清 刺激 的 样品 为 红色 荧光 。 然 后 同时 用 两 种 标 
记 的 探 针 与 含有 8600 个 人 类 基因 的 DNA 芯片 进行 杂交 。 图 中 显示 同一 芯片 三 次 不 同 杂交 的 结果 ， 展 
示 的 区 域 属于 芯片 的 同一 个 部 位 。 红 点 〈 即 点 2 和 4) 对 应 血清 存在 条 件 下 比较 活跃 的 基因 。 绿 点 
(点 3) 表示 缺乏 血清 时 较 活路 的 基因 。 黄 点 (点 1) 表示 在 以 上 两 种 情况 下 的 活性 基本 相同 。 
(Source: Lyer, V.R., M.B, Eisen, D.T. Ross, G. Schuler, T. Moore, J.C. Lee et al., The tran- 
scriptional program in the response of human fibroblasts to serum. Science 283 (1 Jan 1999) f. 1, p. 


83. Copyright © AAAS. ) 


微 阵列 使 我 们 能 够 在 一 个 更 为 复杂 的 体系 中 检 
测 到 基因 表达 的 变化 。 例如， 酵母 基因 组 全 序列 的 
获得 使 分 子 生 物 学 家 能 够 利用 DNA 芯片 在 不 同 条 
件 下 对 酵母 的 每 一 个 基因 同时 进行 分 析 - 
在 另 一 个 例子 中 ，Kevin White 及 同事 在 2002 
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年 利用 DNA 芯片 对 果 蝇 的 全 部 生活 史 中 的 66 个 不 
同时 段 的 4028 个 基因 的 表达 情况 进行 了 跟踪 调查 。 
图 24. 18a 显示 从 66 个 不 同 发 育 时 段 收集 的 RNA 用 
于 基因 表达 分 析 。 我 们 注意 到 几乎 有 一 半 的 时 段 
(30 个) 处 在 胚胎 发 育 时 期 ， 这 期 间 也 是 基因 表达 


变化 最 快 的 时 期 。 实 际 上 ， 在 胚胎 发 育 的 早期 阶段 。 分 析 得 到 了 下 面 几 个 结论 . 
基因 表达 十 分 活跃 ， 每 隔 半 小 时 就 取 一 次 样 。 以 上 
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图 24. 18 果 蝇 发 育 过 程 中 基因 的 表达 模式 。 (a) 收集 RNA 样品 的 时 间 分 布 图 。White 及 同事 在 发 育 过 
程 中 按 既 定 的 时 间 以 整个 虫 体 为 样品 收集 RNA。 将 胚胎 时 期 放大 以 示 所 有 重 冯 的 取样 点 。 用 oligo (dT)- 
纤维 素 层 析 法 纯化 了 poly (A) RNA， 并 在 反 转录 过 程 中 用 荧光 素 标记 cDNA。 然 后 将 特定 时 间 标记 的 
CDNA 探 针 与 微 阵列 杂交 并 检测 荧光 信号 。 同 时 以 生活 周期 各 发 育 阶 段 RNA (E: 胚胎 的 ; L; 幼虫 的 ; P: 
SHOU: A: 成 虫 期 的 前 40 天 ) 混合 物 的 杂交 值 为 参考 标准 ， 与 之 对 照 使 获得 的 所 有 杂交 值 标准 化 。(b) 基 
因 表达 分 析 。3219 个 基因 〈 在 果 蝇 的 整个 生活 周期 中 表达 量 的 变化 达到 或 超过 4 倍 ) 按照 第 一 次 转录 产 
物 有 显著 增加 所 出 现 的 时 间 进 行 排序 。 发 育 时 期 标 在 上 端 ， 所 用 字母 及 颜色 代表 的 含义 同 图 (a) 。 图 的 底 
端 不 同 颜色 代表 表达 水 平 的 高 低 ， 蓝 色 为 低 ， 黄 色 为 高 。(c) 图 示 表达 显著 增强 的 基因 累计 所 占 比例 。 值 
得 注意 的 是 ， 在 最 早 的 时 间 点 已 有 很 大 比例 〈 约 33%%) 的 基因 转录 产生 了 大 量 的 RNA。 这 些 基因 标记 为 
母体 基因 。 插 图 部 分 是 胚 色 阶段 前 20h 情况 的 放大 ， 说 明 在 发 育 的 前 一 小 时 大 部 分 转录 产物 已 经 出 现 。 
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024.18 果 蝇 发 育 过 程 中 基因 的 表达 模式 ( 续 )。 


(d) 4 个 基因 的 表达 模式 。 左 上 角 ，CG5958 基因 在 胚 


胎 早期 就 被 诱导 较 高 表达 ， 并 在 整个 生活 周期 一 直 维 持 高 水 平 。 右 上 角 ，Amalgam 基因 表现 为 胚胎 早期 
诱导 ， 幼 虫 期 降低 ， 在 幼虫 与 晴 期 之 间 又 被 诱导 表达 。 左 下 角 ，CG1733 基因 显示 在 幼虫 和 晴 期 之 间 的 交 
界 处 有 一 个 独特 的 表达 高 峰 。 右 下 角 ，CG17814 基因 在 胚胎 晚期 表达 突然 增强 ， 一 直 持续 到 幼虫 期 结束 ， 
然后 在 肾 晚 期 再 次 被 诱导 。(e) 再 诱导 模式 。 在 胚胎 发 育 早 期 GEC) 或 晚期 (紫色 ) 表达 均 显 著 增强 基 
因 所 占 百 分 率 说 明 一 些 基因 在 发 育 后 期 再 次 被 诱导 。 值 得 注意 的 是 ， 在 胚胎 早期 被 诱导 表达 的 基因 在 师 
发 育 早期 也 倾向 于 再 次 达到 高 表达 〈P1， 在 蓝 色 柱 上 加 有 括 弧 )， 而 在 胚胎 晚期 被 诱导 的 基因 在 晴 发 育 晚 
期 也 将 达到 高 表达 〈P3， 在 紫色 柱 上 加 有 括 弧 )。 (Source: Adapted from Arbeitman et al. , Science 297, 


2002. Fig. 1, p. 2271 © 2002 by the AAAS, ) 


昌 很 大 一 部 分 基因 (3219 个 ) PERO ARE NE A 
期 中 的 表达 都 经 历 了 较 大 的 变化 4 倍 或 更 多 )。 
图 24. 18b 显示 的 是 所 有 受 发 育 调节 的 基因 按 第 一 
次 表达 显著 提高 所 出 现 的 时 间 进 行 排序 。 排 在 表 
最 上 面 的 基因 是 最 早 被 诱导 的 ， 而 下 部 的 基因 则 
是 后 期 诱导 的 。 

超过 88% 的 发 育 调控 基因 在 胚胎 阶段 的 末期 前 
20h 之 内 表现 非常 活路 (图 24. 18c) 。 

m KHH 33% 的 发 育 调控 基因 在 很 早 阶段 已 经 出 现 
(图 24.18c)。 这 些 基因 代表 母体 基因 (maternal 
gene)， 是 在 母体 的 卵子 发 生 过 程 中 表达 的 基因 。 
因此 ， 成 熟 的 卵 母 细胞 已 开始 转录 这 些 基因 ， 使 
对 应 的 mRNA 早 就 存在 ， 并 且 在 受精 开始 的 第 一 
时 间 里 就 可 以 翻译 成 蛋白 质 。 

里 正如 在 图 24. 18d 中 所 描述 的 ， 某 些 基因 在 整个 生 
活 史 中 均 维持 一 定 的 表达 水 平 ， 不 受 其 他 基因 表 
达 增 加 或 减弱 的 影响 。 这 一 点 在 图 24. 18e 中 做 了 
进一步 的 阐述 ， 在 胚胎 早期 达到 表达 高 峰 的 基因 
也 倾向 于 在 晴 发 育 早期 再 次 达到 表达 高 峰 ， 而 在 
胚胎 晚期 达到 表达 峰 的 基因 也 会 在 蠕 发 育 晚期 再 
次 达到 高 峰 。 另 外 一 个 与 此 类 似 的 现象 在 此 未 做 
详细 阐述 ， 即 在 幼虫 发 育 时 期 高 表达 的 基因 在 成 
虫 期 也 倾向 高 表达 。 

= 编码 特定 超级 大 分 子 复合 体 组 分 的 基因 倾向 于 其 
表达 。 因 此 ， 编 码 核糖 体 蛋 白 的 基因 倾向 于 被 协 
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同调 控 ， 编 码 线粒体 蛋白 的 基因 也 同样 如 此 。 

a 编码 具有 相关 功能 蛋白 的 基因 即使 它们 不 形成 复 
合体 也 倾向 于 共 表 达 ， 因 此 编码 转录 因子 或 细胞 
周期 调控 因子 的 基因 倾向 于 共 表 达 。 

日 某 些 基因 的 共 表达 是 组 织 特异 的 。 例 如 ， 一 个 由 
23 个 基因 组 成 的 共同 调控 基因 艇 ， 其 中 包括 8 个 
已 知 基因 是 在 肌肉 细胞 中 表达 的 。 经 过 进一步 的 
检测 ， 此 基因 鳞 中 有 15 个 基因 的 调控 区 域 含有 成 
对 的 转录 因子 dMEF2 的 结合 位 点 ， 此 因子 能 激活 
与 肌肉 细胞 分 化 相关 的 基因 表达 。 基 因 篮 中 另外 ?了 
个 的 功能 未 知 ， 但 其 中 的 6 个 具有 dMEF2 的 结合 
位 点 并 在 分 化 中 的 肌肉 细胞 中 表达 。 由 此 ，White 
及 同事 推断 这 6 个 基因 在 肌肉 的 分 化 过 程 中 发 挥 
作用 。 这 一 点 很 重要 ， 因 为 仅仅 根据 基因 的 序列 
来 确定 其 功能 通常 是 很 难 的 ， 而 基因 定时 和 定位 
表达 研究 所 获得 的 相关 线索 将 有 助 于 确定 基因 的 
功能 。 的 确 ， 这 些 线索 使 得 White 及 同事 确定 了 
他 们 所 分 析 的 53% 基 因 的 功能 。 

小 结 ”功能 基因 组 学 是 对 大 批量 基因 表达 的 
研究 。 该 领域 的 一 个 分 支 是 转录 组 学 ， 即 转录 组 
的 研究 。 转 录 组 是 一 个 生物 休 在 任 一 给 定时 间 产 
生 的 所 有 转录 物 。 转 录 组 学 研究 的 方法 之 一 是 创 
EDNA 微 阵列 或 芯片 ， 其 上 分 别 载 有 成 千 上 万 
的 CDNA 或 赛 聚 核 苷 酸 ， 然 后 与 标记 的 RNA 或 
相应 的 cDNA 杂交 。 每 个 点 杂交 后 的 荧光 信号 强 


度 揭示 出 对 应 基因 的 表达 水 平 。 根 据 微 阵列 获得 
的 信息 ， 我 们 可 以 同时 详 查 许多 基因 的 表达 模式 
《时 间 上 和 空间 上 的 )。 基 因 在 时 间 和 空间 上 成 能 
表达 模式 揭示 了 这 些 基因 产物 在 某 些 过 程 中 的 协 
同 作用 。 如 果 一 个 未 知 基因 与 一 个 或 多 个 已 研究 
清楚 的 基因 同时 表达 ， 则 将 为 我 们 推测 未 知 基因 
的 功能 提供 有 关 线 索 。 


基因 表达 系列 分 析 19954, Victor Velcules- 
cu 和 Kenneth Kinzler 及 同事 建立 了 一 种 分 析 细胞 中 
基因 表达 的 数量 或 程度 的 新 方法 ， 称 之 为 基因 表达 
系列 分 析 (serial analysis of gene expression, 
SAGE), SAGE 的 基本 策略 是 合成 对 应 于 一 个 细胞 
中 所 有 mRNA 的 短 cDNA 或 标签 (tag)， 然 后 将 这 
些 标签 连接 在 一 起 克隆 并 测序 ， 以 此 来 了 解 标签 的 
特性 ， 及 细胞 中 表达 基因 的 特性 以 及 每 个 基因 表达 
的 程度 。 

图 24. 19 说 明了 Velculescu 及 同事 如 何 开 展 此 
项 研究 。 首 先 ， 他 们 用 带 有 生物 素 的 oligo (dT) 引 
物 对 人 胰腺 组 织 中 的 mRNA 进行 反 转 录 ， 获 得 双 链 
cDNA。 由 于 短 标签 (图 24. 19 中 以 9bp 为 例 ) 能 局 
限 在 一 个 小 区 域 特异 性 地 识别 CDNA (这 对 此 项 研 
究 非常 重要 )， 为 了 实现 缩短 CDNA 长 度 以 获得 短 标 
签 并 继而 将 标签 连接 起 来 进行 测序 的 目的 ，Vel- 
culescu 及 同事 利用 锚 定 酶 Canchoring enzyme, AE) 
对 生物 素 化 的 CDNA 进行 切割 ， 从 3 端 切 下 一 个 片 
段 。 他 们 选择 Niall] 作为 错 定 酶 ， 它 可 识别 4 个 碱 
基 的 限制 位 点 ， 从 而 产生 平均 250bp 长 短 的 片段 ， 
将 这 些 生物 素 化 的 3 片段 连接 到 能 结合 链 老 生物 素 
的 亲 和 素 珠子 上 。 

接着 ， 将 附着 在 珠子 上 的 cDNA 片段 分 成 两 部 
分 ， 一 部 分 连接 到 接头 Y 上 ， 另 一 部 分 连接 到 接头 
Z 上 。 两 种 接头 上 都 含有 IIS 型 限制 性 内 切 核酸 酶 
[标签 酶 《TE)] 的 识别 位 点 ， 该 酶 能 够 识别 此 位 点 
下 游 20bp 处 并 进行 切割 。 利 用 标签 酶 FokI 切割 cD- 
NA 片段 的 结果 是 得 到 一 组 短片 段 ， 每 一 个 片段 分 
别 含 有 接头 Y 或 Z， 接 着 是 4bp 的 锚 定 酶 识别 位 点 ， 
然后 是 从 cDNA 来 的 9bp 序列 。 这 个 来 自 cDNA 的 
9bp 片段 即 是 标签 。 如 果 标 签 酶 切割 后 留 下 突出 端 ， 
可 将 它 补 平 后 备用 。 

Velculescu 及 同事 接 下 来 的 任务 是 沿 着 既定 的 
DNA 顺序 将 标签 连接 起 来 ， 这 样 就 可 以 辨认 一 个 标 
签 序列 结束 和 下 一 个 标签 序列 开始 的 位 点 。 为 了 实 
现 这 一 目的 ， 他 们 通过 平 末端 将 标记 了 的 片段 连接 
在 一 起 形成 中 间 为 两 个 毗邻 的 标签 〈 形 成 双 标签 ) 
而 两 端 为 接头 的 结构 。 在 接头 中 含有 与 一 对 引物 互 
补 的 序列 , 故 PCR 能 够 扩 增 整个 片段 。Velculescu 


及 同事 用 锚 定 酶 切割 PCR 扩 增 产物 后 ， 将 这 些 限制 
性 片段 连接 起 来 ， 并 进行 克隆 。 由 于 在 每 一 个 标签 
序列 的 一 端 都 带 有 一 个 锚 定 酶 识别 位 点 ， 因 此 二 联 
体 很 容易 识别 。 一 个 克隆 中 至 少 含有 10 个 标签 (有 
些 超过 50 个 )， 一 次 PCR 扩 增 即 可 以 对 它们 进行 分 
析 并 测序 。 如 果 分 析 的 克隆 足够 多 ， 就 能 够 判断 基 
因 表达 的 程度 ， 如 反复 出 现 的 标签 就 说 明 对 应 的 基 
因 表 达 非 常 活跃 。 

Velculescu 及 同事 利用 SAGE 分 析 人 类 胰 脏 中 
基因 的 表达 ， 结 果 与 预测 相符 。 其 中 两 种 最 常见 的 
标签 (GAGCACACC 和 TICTGTGTG) 所 对 应 的 
AEA HEARS Al 和 胰 蛋 白 酶 原 2， 这 两 种 在 
胰 脏 中 大 量 表达 的 酶 原 经 过 成 熟 加 工 ， 可 以 对 小 肠 
中 的 蛋白 质 进 行 消化 。 在 大 量 的 标签 中 还 鉴定 出 许 
多 其 他 熟悉 的 胰 脏 基因 ;然而 还 有 大 量 的 标签 序列 
找 不 到 基因 与 其 匹配 ， 其 身份 不 得 而 知 。 当 数据 库 
扩大 包含 全 部 人 类 基因 时 ， 所 有 的 标签 序列 都 应 该 
有 对 应 的 基因 ， 即 使 某 些 基因 的 功能 还 不 清楚 。 

小 结 SAGE 能 够 测定 组 织 中 哪些 基因 在 表 
达 以 及 表达 的 程度 ;特定 基因 的 特征 短 标 签 产生 

于 cDNA 并 通过 接头 连接 在 一 起 。 对 连接 的 标签 
进行 测序 ， 即 可 确定 娜 些 基因 表达 、 表 达 量 如 
何 。 

全 染色 体 转录 作 图 (whole chromosome tran- 
scriptional mapping) ”转录 组 学 研究 已 经 成 熟 ， 对 
转录 物 制图 足以 精确 确定 其 在 染色 体 中 的 位 置 ， 这 
类 研究 被 称 为 转录 作 图 (transcriptional mapping), 
目前 正 用 于 并 明 前 面 提 到 的 一 个 令 人 费解 的 问题 ， 
即 编码 蛋白 质 基因 在 人 类 中 的 数目 并 不 比 进化 地 位 
很 低 的 量 虫 多 ， 如 何 才 能 将 这 一 现实 与 人 类 的 极度 
复杂 性 联系 在 一 起 呢 ? 逐渐 浮现 的 答案 是 蛋白 质 编 
码 基因 的 转录 物 仅仅 为 人 类 转录 组 的 一 部 分 。 而 随 
着 对 此 问题 探究 的 深入 ， 发 现 人 类 转录 组 比 我 们 预 
想 的 更 为 复杂 。 

如 果 我 们 仅仅 考虑 蛋白 质 编码 基因 的 外 显 子 ， 
可 以 推测 只 有 整个 人 类 基因 组 的 1% 一 2% 被 表达 为 
细胞 质 RNA。 然 而 ， 早 在 2002 年 ，Thomas Gin- 
geras 及 同事 就 用 微 阵列 分 析 研究 人 类 21 号 和 22 号 
染色 体 的 表达 ， 发 现在 人 类 细胞 的 细胞 质 中 多 聚 腺 
FRC [poly (A)- ] RNA 的 数量 比 根据 这 两 条 染 
色 体 编码 蛋白 质 外 显 子 推算 的 转录 物 的 数量 扩大 了 
一 个 数量 级 。 这些 意 外 增多 的 转录 物 被 称 为 未 知 功 
能 转录 物 (transcript unknown function，TUF) ， 在 
此 类 分 析 中 被 检测 到 的 所 有 转录 区 〈 包 括 外 显 子 区 
和 TUF 类 似 区 ) 被 称 为 转录 片段 〈transcribed frag- 
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(a) 利用 生物 素 化 的 oligo(dT) 
引物 合成 双 链 cDNA 


AAAAA 
TTT — 


TITTT 一 
AAAAA 
TTTT 一 


(b) 用 锚 定 酶 (AE) 切割 
将 3' 端 片段 连接 到 链 亲 和 素 珠子 上 


GTAC TITT 
AAAAA 
GTAC TITT 
AAAAA 
GTAC THT 
(c) 分 为 两 部 分 
J 连接 到 接头 (Y 和 Zi 上 N 
pg CATG AAAAA ya CATG AAAAA 
GTAC ———— TITTT~ GTAC TTTTT 一 人 
erg CATG AAAAA one AAAAA 
hil Gtac TTT — —= Th 
X CATG — AAAAA Z CATG AAAAA 
Bl GTAC Tht" GTAC ———— TTTTT 
| (4) FAREN (TE) | 
切割 , 补 平 末端 
ATGCATGCATCATCAT r: 3G 
GTACGTAGTAGTA AC 
Ss 
AE Tag 


\ (e) 连接 并 以 引物 Y 和 Z 进 行 PCR 扩 增 / 


F .CATGCATCATCATGAGGAGGAGCATGCATCC jaam 
Eliad GTACGTAGTAGTAOTCCTOGTCG TACGTAGG 
一 
(1) 用 锚 定 酶 切割 
分 离 双 标签 连 
接 并 克隆 
-CATCCATCATCATGAGGAGGAG CATCATCAT GAGGAGGAGC A 
a , GTAGTAGTAGTOGTOGTE 6 c GTAGTAGTA OPES EM: 
5 一 Tag1 Se lags jE 
双 标签 z 双 标 签 s 


图 24. 19 基因 表达 系列 分 析 (SAGE)。 (a) 双 链 cDNA 由 细胞 mRNA 形成 ， 用 生物 素 化 的 oligo (dT) 
引发 第 一 条 CDNA 合成 ， 桶 红色 球 代表 生物 素 。(b) 生物 素 化 的 cDNA 用 锚 定 酶 〈 这 里 是 Nia TID 切割 ， 
生物 素 化 的 3 ' 端 片段 被 连接 到 链 亲 和 素 珠子 上 〈 蓝 色 )。(c) 连接 在 珠子 上 的 片段 被 分 为 两 部 分 ， 一 部 分 
与 接头 Y〈 蓝 色 ) 连接 ， 另 一 部 分 与 接头 Z CAL) 连接 。(d) 与 接头 连接 的 片段 被 标签 酶 〈TE) 切割 ， 
如 需要 ， 将 末端 补 平 以 产生 平 端 。 这 里 用 的 标签 酶 是 Fok 1， 经 它 酶 切 剩 下 9bp 的 标签 连 在 接头 上 。Y 接 
头 上 的 标签 (由 任意 序列 CATCATCAT 表示 ) 与 其 互补 序列 用 黄色 加 亮 ; Z 接头 上 的 标签 (由 任意 序列 
GAGGAGGAG 表示 ) 与 其 互补 序列 用 紫色 加 亮 。(e) 含有 标签 的 片段 靠 平 端 连 在 一 起 ， 并 由 能 与 接头 中 
的 引物 Y 和 引物 Z 区 杂交 的 引物 进行 PCR 扩 增 。 只 有 两 个 标签 以 尾 尾 相连 形成 的 片段 才能 被 PCR 扩 增 。 
(fy 扩 增 的 包含 双 标签 的 片段 在 错 定 酶 的 作用 下 产生 带 黏 性 未 端的 双 标 签 序列 。 这 一 序列 首尾 相连 形成 串 
联 体 ， 被 克 降 到 载体 中 。 双 标签 串联 体 的 一 部 分 显示 在 图 中 ， 带 4 个 碱 基 识别 位 点 的 错 定 酶 用 绿色 表示 。 
这 4 个 碱 基 的 位 点 将 每 一 个 双 标签 序列 分 开 ， 因 此 很 容易 辨认 。 然 后 测定 克隆 的 序列 ， 由 此 检测 标签 代 
表 的 序列 及 其 数量 。 这 告诉 我 们 哪些 基因 表达 了 ， 以 及 它们 的 活跃 程度 。 (Source: Adapted from Vel- 
culescu, V. E., L. Zhang, B. Vogelstein and K. W. Kinsler, Serial analysis of gene expression. Science 
270; 484. 1995. ) 


+ 734 * 


另外 ， 据 报道 人 类 细胞 和 仓鼠 细胞 中 约 2/3 的 
转录 物 是 非 多 聚 腺 苷 酸化 的 [poly (A) ]， 这 些 
poly (A) -转录 物 对 应 于 基因 组 另 一 个 相当 大 的 部 
分 ， 这 个 区 域 的 大 小 还 不 知道 ， 但 很 明显 会 非常 大 。 
综 上 所 述 ， 这 些 发 现 提示 编码 蛋白 质 的 外 显 子 仅 占 
全 基因 组 序列 产生 的 细胞 质 RNA 的 一 小 部 分 。 

为 进一步 探索 这 一 奇妙 的 推断 ，Gingeras 及 同 
SM SERRA T ERRERA 25mer, 
平均 间隔 仅 5bp， 因 此 平均 有 20bp HHH). Wht 
么 用 如 此 高 的 密度 呢 ? 因为 这 一 方面 可 以 检测 短 的 
外 显 子 ， 另 一 方面 用 相互 重 得 的 守 聚 核 苷 酸 进行 杂 
交 ， 可 以 更 有 把 握 地 确信 检测 到 的 转录 区 域 确实 发 
生 转 录 了 。 用 于 分 析 的 核 苷 酸 来 自 10 个 人 类 染色 体 
(6、7、13、14、19、20、21、22、X 和 Y), HA 
类 基因 组 全 长 的 30%, Gingeras 及 同事 检测 了 代表 
8 种 不 同人 类 细胞 系 细胞 质 poly CA)* RNA 的 cD 
NA,， 以 及 代表 单个 细胞 系 〈HepG2) 细胞 质 和 细胞 
核 poly (A) RNA 和 poly (A)- RNA ff) cDNA, 在 
以 上 所 有 分 析 中 ， 与 假 基因 或 DNA 重复 序列 重 得 
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27% 
x 
36% 25% separa 
4% 
11% 


26% 


10 条 染色 体 组 合 的 合并 结 
已 知 的 


模块 代表 
过 黑体 字 识别 ) 一 条 染色 体 ， 中 让 


的 转录 片段 不 在 考虑 之 列 。 

对 每 一 细胞 系 而 言 ， 在 多 于 7.4 千 万 探 针 对 
( 双 链 ) 中 约 9% 与 poly (A)* RNA 的 cDNA 发 生 

应 用 1/8 原则 (“1 of 8”rule) ， 即 一 探 针对 

必须 与 8 个 细胞 系 中 的 一 个 细胞 系 的 CDNA 发 生 杂 
X. 这 时 阳性 探 针 的 百分比 升 至 16. 5%， 这 就 是 
“1/8 制 图 "。 在 每 个 细胞 系 的 10 条 染色 体 中 平均 
4.95% 的 核 苷 酸 表达 为 细胞 质 RNA。 而 在 1/8 制图 
中 此 百分比 提高 到 10. 1%。 这 些 发 现 提示 在 一 个 
细胞 系 中 这 10 条 人 类 染色 体 所 有 序列 的 至 少 
10. 1% 表 达 为 细胞 质 的 poly (A)*RNA。 而 4.9% 
和 10. 1% 的 差异 表明 有 相当 多 的 细胞 系 特异 性 转录 
存在 。 

图 24. 20 显示 了 在 细胞 质 10 条 染色 体 中 每 条 染 
色 体 的 poly 〈A) 转录 物 构成 比例 。 需 要 说 明 的 是 ， 
来 源 于 基因 间隔 区 和 内 含 子 的 转录 产物 尚未 注解 ， 
这 些 区 域 占 了 10 条 染色 体 所 有 转录 物 〈 中 间 的 饼 
图 ) 的 多 数 〈57%)。 有 注解 的 转录 物 与 分 别 注释 为 
外 显 子 、mRNA 和 EST 的 区 域 相 一 致 
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poly CA)” 转录 物 的 情况 如 何 呢 ? 为 了 对 此 进 
行 分 析 ，Gingeras 及 同事 将 研究 集中 在 单个 细胞 系 ， 
HepG2。 他 们 在 这 些 细胞 的 细胞 核 和 细胞 质 中 寻找 
poly (A PERH, poly (A) 转录 物 和 双 转 录 物 
(bimorphic transcript) [ 双 转 录 物 起 初 为 poly (A)* 
转录 物 ， 随 后 poly (A) 尾 委 失 ]。 他 们 发 现 10 条 
染色 体 中 至 少 15. 4 儿 的 核 苷 酸 代表 了 这 些 种 类 的 转 
录 物 之 一 [其 中 近 一 半 是 poly (AY HRW). A 
此 ， 对 应 于 稳定 转录 物 的 基因 组 约 10 倍 于 仅 根据 外 
显 子 预计 的 基因 组 。 当 然 ， 多 数 人 类 基因 的 主要 部 
分 是 内 含 子 ， 所 以 这 一 结果 初 听 起 来 并 不 令 人 吃惊 。 
但 如 果 剪 除 的 内 含 子 没 有 功能 ， 可 以 预测 将 被 迅速 
降解 ， 并 且 也 可 能 在 稳定 的 核 RNA 中 占 非常 大 的 
比例 。 该 研究 的 另 一 个 结论 是 人 类 转录 物 近 一 半 是 
重合 的 ， 有 两 种 重合 方式 ， 即 在 同一 条 链 上 或 在 对 
侧 链 上 。 当 然 ， 在 对 侧 链 上 的 重 肥 将 呈现 为 正义 链 / 
反 义 链 对 ， 这 将 引起 RNAi 反应 。 实 际 上 ， 这 些 互 
补 的 转录 物 是 依赖 RNA 的 RNA 聚合 酶 的 产物 ， 在 
RNAI 过 程 中 能 够 扩 增 siRNA。 如 果 是 这 样 ， 这 可 
能 代表 一 种 基因 表达 调控 的 机 制 。 

这 些 研究 表明 存在 大 量 细胞 质 poly CA)” 转录 
物 和 非 外 显 子 区 的 poly (A) HRY. 这 有 助 于 理 
解 生物 间 的 差异 。 虽然 人 和 黑猩猩 的 外 显 子 非常 相 
W, 但 非 外 显 子 区 已 经 偏离 很 远 ， 而 这 些 区 域 的 转 
录 可 能 会 产生 一 些 显 而 易 见 的 差别 。 


小 结 “高 密度 全 染色 体 转录 作 图 研究 证 明 ， 
细胞 质 poly (A)*RNA 的 大 部 分 序列 源 于 10 条 人 
类 妇 色 体 非 外 显 子 区 。 而 且 这 10 条 染色 体 的 近 一 
半 转 录 产 物 是 poly 《A)” 转 录 物 。 总 的 来 说 ,这 些 
结果 表明 10 条 染色 体 在 细胞 质 和 细胞 核 内 的 大 部 
分 稳定 的 转录 物 源 于 外 显 子 以 外 的 区 域 . 这 有 助 
于 解释 物种 间 的 巨大 差异 ， 如 人 和 黑猩猩 ， 他 们 
的 外 显 子 几乎 是 相同 的 。 


基因 组 功能 谱 


基因 组 功能 分 析 的 最 终 目 的 是 确定 生物 体 在 生 
命 周期 的 各 个 阶段 所 有 基因 的 表达 模式 。 即 使 对 简 
单 的 原核 生物 ， 这 也 是 一 项 令 人 望而却步 的 任务 。 
迄今 ， 对 于 每 种 生物 而 言 ， 这 一 难题 也 只 是 逐渐 将 
各 个 研究 小 组 的 结果 组 合 在 一 起 以 求 破解 。 让 我 们 
先 来 考虑 攻克 这 一 难题 的 常规 技术 。 

缺失 分 析 (deletion analysis) ”一 旦 基因 组 中 
所 有 基因 都 被 确定 ， 我 们 就 可 以 去 除 其 中 的 一 个 基 
因 来 研究 生物 体 发 生 的 变化 。 当 然 ， 对 人 类 而 言 这 
种 实验 从 伦理 上 是 不 可 行 的 ,但 至 少 在 原理 上 可 以 
在 其 他 消 椎 动物 上 实践 ， 只 要 这 一 物种 的 基因 组 序 
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种 分 析 ， 其 中 逻辑 方面 的 问题 将 延迟 工作 的 进展 ， 
但 人 们 已 经 以 这 种 方式 描绘 了 酵母 基因 组 功能 图 谱 。 

2002 年 ，Ronald Davis 率领 的 一 个 庞大 的 研究 
小 组 报道 ， 他 们 研制 出 了 一 套 酵 母 突变 体 ， 在 每 个 
突变 体 中 一 个 基因 被 一 个 抗生素 抗 性 基因 所 置换 ， 
抗生素 抗 性 基因 一 - 侧 为 20mer 的 因 置换 基因 不 同 而 
不 同 的 序列 ， 由 此 而 使 每 个 置换 基因 获得 一 个 “分 
子 条 形 码 ”(molecular barcode) ， 从 而 可 以 被 特异 地 
识别 。 他 们 总 共 置 换 了 酿酒 酵母 中 96% 的 有 注释 的 
ORF。 紧 接着 ， 他 们 检测 了 这 些 突变 体 在 6 种 不 同 
条 件 〈 高 盐 、 山 梨 醇 、 半 乳糖 、pPH8、 基 本 培养 基 
和 制 霉 菌 素 ) 下 混合 培养 的 生长 能 力 。 同 时 将 每 种 
条 件 下 获得 的 RNA 与 DNA 微 阵列 进行 杂交 以 检测 
基因 表达 情况 。 

为 了 绘制 酵母 基因 组 功能 图谱 (genomic func- 
tional profiling), Davis 及 同事 将 5916 个 不 同 的 突 
变 体 混合 培养 在 上 述 的 不 同 培养 基 上 ， 并 在 不 同时 
间 段 收集 细胞 ， 通 过 与 一 个 包含 条 形 码 互补 序列 的 
HERA Fe RW ET RIES, ME 
个 基因 在 克服 给 定 条 件 〈 如 存在 半 乳 糖 》 方面 有 重 
要 作用 ， 则 施加 该 条 件 时 缺乏 这 个 基因 的 突变 体 将 
从 混合 培养 中 迅速 消失 。 实 际 上 ， 突 变 体 消 失 的 速 
率 与 所 缺失 基因 在 克服 给 定 条 件 中 的 重要 性 相关 。 

当 研 究 者 应 用 这 一 方法 描述 酵母 突变 体 对 半 乳 
糖 存在 的 反应 时 ， 发 现 了 几 个 通过 多 年 研究 才 获知 
的 与 酵母 半 乳 糖 代谢 相关 的 基因 。 同 时 还 发 现 了 10 
个 新 基因 是 尚未 提 及 与 半 乳 糖 代谢 相关 的 。 对 野生 
型 酵母 和 11 个 突变 体 〔 以 鉴定 在 半 和 乳糖 代谢 中 起 重 
要 作用 ) 的 生长 特性 进行 了 单独 测定 ， 结 果 旦 现 于 
图 24. 21 中 。 正 如 预测 的 那样 ， 所 有 的 11 个 突变 体 
在 半 乳 糖 培养 基 上 的 生长 速度 都 慢 于 野生 型 ， 它 们 
的 生长 速率 为 野生 型 生长 速率 的 44%~91%。 


小 结 ” 有 几 种 方法 可 用 于 基因 组 功能 图 谱 分 
析 。 在 一 种 叫做 缺失 分 析 的 突变 分 析 中 ， 突 变 体 
创建 是 利用 一 个 抗生素 基因 一 次 普 换 一 个 基因 ， 
并 在 一 侧 连接 一 段 寡 聚 核 背 酸 作 为 分 子 条 形 码 以 
识别 突变 体 。 然 后 ， 将 这 些 突变 体 混合 培养 在 各 
种 不 同 的 条 件 下 以 观察 各 种 突变 体 消失 的 速度 ， 
从 而 获得 功能 谱 。 


RNAi 分析 (RNAi analysis) ”通过 基因 突变 
“ 敲 除 ” 基 因 非 常 费 力 ， 迄 今 也 只 在 酵母 中 从 全 基因 
组 水 平 完成 了 此 项 研究 ， 但 对 一 些 更 为 复杂 的 生物 
体 应 该 选择 更 为 简单 的 方法 ， 如 RNA 干涉 (RNAI, 
第 16 章 ) 来 “封闭 ”基因 。 秀 丽 隐 杆 线虫 尤为 适合 
开展 此 项 工作 ，RNAi 甚至 可 以 影响 其 后 代 ; 线虫 


进行 单 性 生殖 , 其 繁殖 只 需要 父母 中 的 一 方 ; EW 
会 不 到 1000 个 细胞 ， 并 且 其 全 基因 组 已 完成 测序 。 
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显而易见 ， 该 生物 是 通过 RNA 描述 基因 组 功能 轮 
廓 图 的 靶 生物 。 


WT 100% J 
—— gal4A 51.3% 
0.6} an ee j 图 24.21 通过 基因 组 功能 分 析 检 测 
ymio9owA 44.2% 出 的 各 种 半 乳 糖 缺 陷 突变 体 的 生长 曲 
一 一 msn2A 62.5% $o Davis 及 同事 在 以 半 乳 糖 做 碳 源 
OSAERA e TOSH, 的 培养 基 上 对 野生 型 和 11 个 突变 的 
Ej = yml077wA 91.0% fae 
$ | 一 pomwa 601% 酵母 细胞 的 生长 分 别 进行 了 测试 。11 
¥ o4 — firna 85.6% 个 突变 型 菌株 被 混合 后 观察 其 生长 速 
| 度 。Asm 指 混浊 度 ， 标 志 着 酵母 的 生 
eee! eee 长 量 和 生长 速率 。 (Source: Adapted 
0.3 广 from Giaever, G., A.M. Chu, L. 
Ni, C. Connelly, L. Riles, S. Veron- 
z neau et al. , Functional profiling of the 
Saccharomyces cerevisiae genome. 
Nature 418, 2002, p. 388, f. 2.) 
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Birte Sénnichsen 及 同事 已 用 该 技术 失 活 了 秀丽 
隐 杆 线虫 19 075 个 基因 ， 占 其 全 部 基因 的 98% ， 并 
观察 这 些 突变 对 早期 胚胎 发 生 〈 受 精 后 最 初 两 个 细 
胞 的 分 裂 ) 的 影响 。 他 们 将 25bp 的 双 链 RNA 注入 
虫 体 并 通过 时 差 显微镜 分 析 追 踪 其 后 代 最 初 两 个 细 
胞 的 分 列 ， 他 们 还 检查 了 两 细胞 阶段 之 后 胚胎 的 生 
存 能 力 以 及 在 幼虫 和 成 虫 阶段 整个 虫 体 表 型 的 改变 。 


(a) 


突变 体 (1668) 
9% 
非 dsRNA (469) 
2% 


野生 型 (17 426) 
89% 


图 24.22 利用 RNAi 获得 秀丽 隐 杆 线虫 基因 组 功能 谱 表 型 的 分 布 。 
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研究 者 发 现 1668 个 基因 用 RNAI 失 活 后 ， 获 得 
可 检测 到 的 表 型 缺陷 。 其 中 661 个 基因 的 失 活 在 两 
细胞 分 裂 阶 段 造成 繁殖 能 力 的 缺陷 ， 其 余 在 发 育 后 
期 阶段 造成 缺陷 (图 24. 22; 在 胚胎 发 育 早期 引起 
缺陷 的 661 个 基因 的 有 效 失 活 也 会 产生 胚胎 性 死亡 
是 不 足 为 怪 的 )。 


(b) 


FRR (134) 
8% 
早期 胚胎 (661) 


幼虫 (268) 40% 


16% 


晚期 胚胎 (605) 
36% 


(a) $ff, Birte Sonnichsen 及 同事 用 


dsRNA Œf] 19 075 个 基因 。 其 中 17426 个 〈 野 生 型 ， 蓝 色 ) 在 得 查 中 没有 呈现 表 型 改变 ，1668 个 (突变 
型 ， 红 色 ) 导致 表 型 改变 。 实 验 中 有 469 个 GE dsDNA, HE) 并 不 能 靶 向 任何 基因 。(b) 突变 表 型 的 分 
布 ，Birte Sinnichsen 及 同事 继而 从 失 活 的 1668 个 基因 (突变 表 型 ， 中 筛选 导致 发 育 阶段 缺陷 的 基因 。 其 中 
661 个 基因 (红色) 导致 早期 胚胎 〈 两 细胞 分 裂 阶段 ) 缺陷 。 (Source: Adapted from sénnichsen et al. , Full- 
genome RNAi profiling of carly embryogenesis in Caenor habditis elegans. Nature. Vol. 434 (2005) f. 2,P. 465.) 


RNAi 存 在 的 一 个 问题 是 有 时 不 能 失 活 基因 Sonnichsen 及 同事 在 检查 他 们 的 研究 进程 时 ， 估 计 
〈 假 阴性 )， 所 以 就 很 难 解释 这 些 阴 性 结果 。Birte 之 前 已 报道 的 能 影响 最 初 两 个 细胞 分 裂 的 基因 有 65 
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个 ， 其 中 62 (95%) 在 RNAI 分 析 中 检测 到 。 对 
在 第 一 次 分 析 中 未 检测 到 的 4 个 基因 再 次 进行 
RNAI 分析， 其 中 3 个 在 第 二 次 分 析 中 检测 到 。 

其 实 只 有 突变 产生 明显 的 表 型 才能 被 检测 到 ， 
所 以 突变 策略 同样 也 产生 假 阴 性 。 因此， 研究 者 对 
其 研究 进程 进行 了 另 一 项 检查 ， 即 将 他 们 的 数据 与 
其 他 针对 早期 胚胎 发 生 的 RNA 分 析 进 行 比较 。 结 
果 发 现 ， 他 们 已 检测 到 其 他 研究 者 所 发 现 基因 的 
75%. Wit, Birte Sénnichsen 及 同事 谨慎 地 提出 他 
们 的 RNAi 分 析 检测 到 75 闪 一 90%% 的 在 胚胎 发 生 早 
期 发 挥 作用 的 基因 。 

随后 ,研究 者 根据 这 661 个 基因 特异 性 的 表 型 
对 它们 进行 归 类 ， 发 现 这 些 基因 近 半 数 (326 个 ) 
从 本 质 上 造成 胚胎 发 生 的 缺陷 ， 而 其 他 基因 (335 
个 ) 只 是 影响 了 一 般 细 胞 的 代谢 ， 而 这 在 保持 胚胎 
存活 足够 长 以 发 生 两 次 分 裂 是 必需 的 。 通 过 对 这 些 
特异 性 缺陷 的 仔细 注解 ， 研 究 者 将 前 326 个 基因 归 
为 胚胎 发 生 中 23 个 方面 的 缺陷 ， 如 纺锤 体 的 组 装 
(9 个 基因 ) 和 姊妹 染色 体 的 分 离 〈64 个 基因 )。 


小 结 H RNAI 失 活 基因 可 对 复杂 的 生物 
体 进行 基因 组 功能 分 析 。 该 方法 的 一 个 应 用 实例 
是 针对 参与 秀丽 隐 杆 线虫 早期 胚胎 发 生 基因 的 
RNAi 分析， 结果 鉴定 出 661 个 重要 基因 ， 其 中 
326 TSS RAR. 


组 织 特异 性 功能 谱 (tissue-specific functional 
profiling) ”基因 组 功能 分 析 的 另 一 个 策略 是 通过 突 
变 或 其 他 手段 使 基因 失 活 ， 并 观察 该 基因 的 组 织 特 
异性 。Lee Lim 及 同事 用 两 种 miRNA ARR ARSE IE 
WARM (Hela) 中 基因 的 表达 ， 继 而 分 析 表 达 
明显 减少 的 基因 的 特性 。miR-124 是 一 个 在 脑 组 织 
中 显著 表达 的 miRNA， 能 项 低 一 些 基因 的 表达 ， 并 
导致 这 些 基因 在 脑 组 织 中 低 表达 ; miR-1 是 一 个 在 
肌肉 组 织 中 显著 表达 的 miRNA， 能 项 低 一 些 基因 的 
表达 ， 并 导致 这 些 基因 在 肌肉 组 织 中 低 表达 。 换 句 
话说 ， 这 两 种 miRNA 使 HeLa 细胞 中 一 些 基因 的 表 
达 发 生 了 改变 ， 这 正 是 在 分 别 富 含 两 种 miRNA 的 
组 织 中 看 到 的 情形 。 如 果 在 体内 两 种 miRNA 下 调 
了 相同 的 一 些 基因 ， 则 上 述 结果 正 是 我 们 希望 看 
到 的 。 

此 研究 的 另 一 个 显著 特点 是 降低 靶 mRNA 的 浓 
度 。 即 使 这 样 ， 如 我 们 在 16 章 中 所 了 解 的 ， 动 物 
miRNA 通常 影响 mRNA 的 翻译 而 不 是 它 的 浓度 。 
因此 ，Lim 及 同事 向 HeLa 细胞 中 导入 双 链 miRNA， 
并 用 微 阵列 分 析 处 理 细胞 中 纯化 的 mRNA 的 水 平 ， 
结果 表明 每 种 miRNA 导致 100 或 更 多 这 种 mRNA 
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浓度 的 明显 降低 。 

以 下 为 Lim 及 同事 如 何 开展 他 们 的 分 析 。 先 来 
看 miR-124， 他 们 首先 利用 之 前 全 基因 组 研究 获得 
的 数据 ， 绘 制 了 46 种 组 织 10 000 个 人 类 基因 表达 水 
平 的 柱状 图 。 图 24. 23a 中 的 柱状 图 包括 了 大 脑 皮层 
中 基因 表达 的 数据 ， 每 个 柱 代表 大 脑 皮层 中 以 某 一 
水 平 表 达 的 基因 数量 ， 最 左边 的 柱 代表 在 这 一 组 织 
比 在 任何 其 他 组 织 表达 都 高 的 基因 ， 而 最 右边 的 柱 
代表 在 这 一 组 织 比 在 任何 其 他 组 织 表达 都 低 的 基因 ， 
其 他 的 柱 代表 中 等 水 平 表达 的 基因 ， 即 在 大 脑 皮层 
中 从 高 表达 到 低 表 达 。 这 张 图 代表 了 全 部 的 10 000 
基因 ， 而 随机 的 一 组 基因 可 产生 类 似 的 柱 ， 并 作为 
分 析 的 背景 。 

图 24. 23b 中 的 柱 形 图 包含 在 miR-124 处 理 的 
Hela 细胞 中 表达 量 明显 减少 的 一 组 基因 ， 而 不 是 
背景 图 ， 我们 看 到 柱 形 图 明显 地 偏向 在 大 脑 皮层 中 
低 表 达 的 基因 ， 请 注意 右边 的 柱 具 有 显著 的 优势 ， 
P<0. 001, 实际 上 P 值 的 数量 级 为 10 :2 。 

接 下 来 ，Lim 及 同事 将 miR-124 影响 作用 的 分 
析 扩 大 到 所 有 46 种 组 织 ， 并 对 PP 值 的 对 数 作 图 (图 
24. 23c)。 将 己 值 小 于 0. 001 作为 显著 性 差异 的 阔 
值 ， 分 析 的 结果 表明 只 有 脑 组 织 的 值 与 背景 有 显 
著 性 差异 。 在 miR-1 影响 作用 的 分 析 中 ，Lim 及 同 
事 发 现 只 有 肌肉 组 织 的 已 值 与 背景 有 显著 的 差异 。 
因此 ， 由 miR-124 诱导 的 HeLa 细胞 基因 表达 消沉 
的 模式 与 仅 在 脑 细胞 中 呈现 的 基因 低 表 达 模 式 是 一 
致 的 。 同 样 ，miR-1 诱导 的 HeLa 细胞 基因 表达 消 
沉 的 模式 与 仅 在 肌肉 细胞 中 呈现 的 基因 低 表达 模式 
是 一 致 的 。 

再 次 提醒 大 家 注意 ， 这 些 研究 是 用 微 阵列 检测 
mRNA 的 水 平 ， 因 此 miRNA 可 能 会 影响 特定 
mRNA 的 稳定 水 平 ， 即 可 能 破坏 mRNA 的 稳定 性 。 
如 果真 是 这 样 ， 则 可 以 看 到 miRNA 和 不 稳定 mR- 
NA 之 间 互 补 的 证 据 。 互 补 区 最 可 能 在 mRNA 的 3 - 
UTR， 因 为 曾 发 现 这 类 典型 的 互补 存在 于 此 。 

因此 ，Lim 及 同事 将 这 两 个 miRNA 的 序列 与 
表达 水 平 明显 降低 的 mRNA 的 3'-UTR 序列 进行 比 
对 ， 他 们 用 称 为 MEME 的 “ 基 序 发 现 工具 ” (motif 
discovery tool) 进行 匹配 分 析 ， 获 得 了 令 人 注目 的 
结果 ， 所 有 被 miR-1 下 调 的 mRNA 中 ，88% 含 有 一 
RED 6 个 碱 基 的 保守 序列 CAUUCC， 此 序列 与 
miR-1 的 一 串 碱 基 互 补 。 且 所 有 被 miR-124 下 调 的 
mRNA 中 ，76% 含 有 一 申 至 少 6 个 碱 基 的 保守 序列 
GUGCCU， 此 序列 与 miR-124 的 一 串 碱 基 互 补 。 这 
是 miRNA 确实 与 其 靶 mRNA 的 3'-UTR 相互 作用 
并 可 能 破坏 mRNA 的 稳定 性 的 强 有 力 证 据 。 


10 20 30 40 ; 10 20 30 40 
ABBE AW EAE 


L 1 1 到 TE a 
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图 24.23 RNAi 所 致 组 织 特异 性 基因 表达 下 调 。 (a) 大 脑 皮层 中 基因 表达 的 排列 。46 种 组 织 10 000 个 
人 类 基因 在 图 中 排列 如 下 : 最 左边 的 柱 代表 在 大 脑 皮层 比 在 任何 其 他 组 织 表达 都 高 的 基因 ， 下 一 个 
《左边 第 二 个 ) 柱 代表 除 上 一 个 之 外 在 大 脑 皮层 比 在 任何 其 他 组 织 表达 都 高 的 基因 ， 而 最 后 一 个 〈 最 右 
边 的 ) 柱 代表 在 大 脑 皮层 比 在 任何 其 他 组 织 表达 都 低 的 基因 。(b) miR-124 处 理 后 mRNA 水 平 明 显 减少 
的 基因 。 请 注意 ， 以 a) 图 为 背景 的 显著 性 已 值 约 为 10-2 ， 柱 形 图 明显 地 偏向 在 大 脑 皮层 中 低 表达 
的 基因 。(c) 将 (b) 图 的 分 析 〈miR-124 影响 基因 表达 作用 的 分 析 ) 扩大 到 46 种 组 织 ， 并 对 已 值 的 对 
数 作 图 。 只 有 脑 组 织 的 尸 值 (一 0. 001) REFER., (O 类 似 于 〈c)， 只 是 分 析 的 是 经 miR-1 (而 
不 是 miR-124) 处 理 的 细胞 。 (Source; Adapted from Lim et al. , Microarray analysis shows that some 
micro RNAs downregulate large numbers of target mRNAs. Nature. Vol. 433 (2005) f. 1, P. 770.) 


小 结 ” 通 过 检测 被 外 源 性 miRNA 消减 的 低 ， 则 证 明 这 些 miRNA 在 生理 条 件 下 亦 能 在 一 定 
mRNA 谱 并 将 其 与 各 种 组 织 中 在 mRNA 水 平 上 的 程度 上 导致 这 些 mRNA 的 低 表达 ， 这 类 分 析 上 暗示 
基因 表达 谱 比 较 ， 可 以 开展 组 织 特 异性 表达 分 析 miR-124 破坏 了 脑 组 织 中 一 些 mRNA 的 稳定 性 ， 
的 研究 。 假 如 一 miRNA 细胞 中 MRNA 的 表达 降 而 miR-1 破坏 了 肌肉 组 织 中 一 些 mRNA 的 稳定 性 。 
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转录 因子 鞠 位 点 的 定位 ”正如 我 们 在 第 12 章 中 
所 了 解 到 的 ， 基 因 被 结合 在 增强 子 上 的 激活 因子 所 
激活 。 在 一 个 基因 组 中 很 多 激活 因子 具有 多 个 增强 
子 标 靶 ， 因 此 能 激活 很 多 基因 。 有 时 将 一 组 可 同时 
受到 调节 的 基因 称 为 调节 子 (regulon)。 为 了 完全 
搞 清 给 定 激活 因子 的 效应 ， 有 必要 对 某 个 激活 因子 
有 响应 的 所 有 基因 进行 鉴定 ， 目 前 ， 通 过 几 种 方法 
可 以 开展 此 项 工作 。 

最 为 直接 的 方法 是 比较 一 激活 因子 导致 的 不 表 
达 、 低 表达 和 高 表达 生物 的 RNA 微 阵 列 的 杂交 模 
式 。 从 这 一 分 析 中 我 们 可 获知 由 于 激活 因子 高 表达 
所 激活 的 基因 ， 此 方法 对 于 这 一 目的 实现 有 着 重要 
的 作用 。 但 还 是 有 两 个 问题 限制 其 应 用 。 其 一 ， 被 
激活 的 基因 也 许 并 不 是 第 一 个 激活 因子 直接 的 标 葛 
而 是 第 一 个 激活 因子 激活 的 另 一 个 激活 因子 的 标 技 
其 二 ， 被 激活 因子 过 量 表 达 所 激活 的 基因 不 一 定 能 
够 被 体内 生理 浓度 的 激活 因子 激活 。 尽 管 如 此 ， 还 
是 有 一 些 方法 通过 直接 检测 激活 因子 与 特定 基因 调 


控 区 的 互 作 来 解决 这 些 问题 。 
其 中 一 种 策略 是 Richard Young 及 同事 (Ren et 
野生 型 ABR RE HE 
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al , 2000) 使 用 过 的 ， 融 合 了 染色 质 免疫 沉淀 
(ChIP, 第 13 章 ) 和 DNA 微 阵 列 杂交 分 析 两 种 不 
同 技术 。 图 24. 24 说 明了 该 方法 的 总 体 方案 ， 这 是 
Young 及 同事 在 酵母 全 基因 组 范围 内 鉴定 激活 因子 
GAL4 的 结合 位 点 时 采用 的 方法 。 首 先 ， 利 用 化 学 
方法 将 蛋白 质 交 联 到 染色 质 DNA 上 以 避免 二 者 分 
离 ; 然后 破碎 细胞 并 把 染色 质 剪 切 成 小 片段 ;接着 
用 抗 GALA 抗体 免疫 沉淀 剪 碎 了 的 酵母 染色 质 以 沉 
淀 结 合 有 GALA 的 DNA; 之 后 将 交 联 的 DNA 与 蛋 
白质 解 离 ， 并 通过 PCR 以 红色 荧光 染料 (Cy5) 标 
记 这 一 DNA。 同 样 的 方法 以 绿色 荧光 染料 (Cy3) 
标记 未 被 免疫 沉淀 的 DNA。 再 用 这 两 种 标记 的 
DNA 做 探 针 ， 与 含 酵母 全 基因 组 基因 间 区 段 的 
DNA 微 阵列 杂交 。 图 24. 25 显示 的 是 此 阵列 的 一 小 
部 分 。 其 中 一 个 由 箭头 标示 出 的 点 清楚 地 显示 出 红 
色 荧 光 信 号 占 优势 ， 说 明 此 点 优先 与 GAL4 结合 的 
DNA 杂交 。 通 过 这 一 技术 ，Young 及 同事 鉴定 了 
10 个 基因 序列 ， 这 些 都 是 被 GALA 所 激活 的 基因 。 
因此 ， 该 方法 在 这 一 实验 中 非常 有 效 。 


图 24.24 在 酵母 的 全 基因 组 中 寻找 DNA- 蛋 和 白 
质 间 的 互 作 。 (a) 首先 ， 利 用 化 学 方法 将 蛋白 
质 交 联 到 酵母 细胞 DNA 上 ， 酵 母 细 胞 包括 野生 
型 和 缺失 了 把 蛋白 编码 基因 的 参考 细胞 株 〈 红 
E). (b) 通过 破碎 细胞 ,将 蛋白 质 -DNA 复合 
物 〈 与 染色 质 交 联 ) 从 细胞 中 分 离 出 来 ， 并 进 
FESR. (c) 用 靶 蛋 白 的 抗体 免疫 沉淀 
剪 切 的 DNA。(d) 沉淀 后 ， 解 除 交 联 ，PCR 扩 
增 并 标记 沉淀 的 DNA, (Ce) 两 种 类 型 细胞 中 标 
记 的 DNA 与 包含 酵母 基因 组 中 所 有 基因 间 
DNA 的 微 阵列 进行 杂交 ， 野 生 型 细胞 中 沉淀 的 
DNA 用 红色 的 荧光 染料 标记 ， 突 变型 细胞 中 沉 
淀 的 DNA 用 绿色 的 荧光 染料 标记 ， 因 此 ， 如 果 
微 阵列 上 的 一 个 DNA 位 点 与 靶 蛋 白 结合 的 
DNA 杂交 强 于 与 其 他 蛋白 质 结合 的 DNA， 此 
位 点 呈现 红色 荧光 。 如 果 优 先 与 其 他 蛋白 质 结 
合 的 DNA 杂交 ， 位 点 呈现 绿色 荧光 。 如 果 与 上 
述 两 种 DNA 都 结合 ， 将 呈现 黄色 荧光 。 对 两 种 
DNA 探 针 相对 荧光 强度 进行 仔细 校准 ， 使 我 们 
能 够 确定 每 一 个 位 点 红色 和 绿色 荧光 的 比率 ， 
因而 靶 蛋 白 结 合 的 DNA 区 域 被 优先 选择 出 来 。 
(Source: Adapted from Nature 409: from Lyer 
etal. , 2001, Fig. 1, p. 534.) 


结合 位 点 


图,P 言 集 的 DNA 国 未 富 集 的 DNA C) 合并 的 


图 24.25 鉴定 与 GAL4 结合 的 一 段 DNA 序列 。 
Young 及 同事 用 PCR 扩 增 抗 GALA 抗体 免疫 沉 
淀 的 染色 质 上 的 DNA， 制 备 一 个 红色 荧光 的 
DNA 探 针 。 同 时 用 PCR 扩 增 并 非 抗体 免疫 沉淀 
获得 的 DNA， 制 备 一 个 类 似 的 绿色 荧光 的 DNA 
探 针 。 然 后 将 两 种 探 针 与 包含 酵母 基因 组 所 有 
基因 间 DNA 的 微 阵 列 杂 交 。 该 图 是 阵列 的 一 小 
部 分 ， 红色 的 位 点 (第 头 表示 〉 显示 一 个 推定 
的 与 GAL4 结合 的 DNA, 绿色 位 点 显示 与 
GALA 不 结合 的 DNA， 儿 个 黄色 的 位 点 (与 红 
色 和 绿色 的 探 针 都 结合 ) 显示 与 GALA 结合 并 
没有 显著 优先 的 DNA, (Source: Adapted from 
Ren et al, Science 290 (2000) Fig. 1A 
p. 2306.) 


这 一 方法 之 所 以 在 酵母 中 非常 有 效 是 因为 酵母 的 
基因 组 较 小 且 已 完成 全 序列 测定 。 但 类 似 的 方法 能 应 
用 于 人 类 基因 组 吗 ? 那 就 存在 很 多 问题 了 ， 因 为 人 类 
基因 组 中 基因 间 的 部 分 几乎 与 基因 组 本 身 大 小 相同 ， 
含 人 类 基因 组 所 有 基因 间 序 列 的 微 阵列 分 析 非 常 复杂 
也 很 难 实施 。 然 而 也 有 一 些 方法 可 以 缩小 DNA 序列 
分 析 的 范围 以 使 实验 便于 操作 ， 其 中 的 两 个 均 为 
2002 年 报道 的 有 关 人 类 E2F4 激活 因子 。 

Peggy Farnham 及 同事 缩小 分 析 范 围 的 方法 是 
进行 仅 含 CpG 岛 《7776 个 ) 的 微 阵列 分 析 。 正 如 我 
们 在 本 章 前 面 所 了 解 的 ，CpG 岛 与 基因 调控 区 相 
关 ， 因 此 也 富 含 该 技术 寻找 的 激活 因子 结合 序列 。 
利用 这 一 策略 ，Farnham 及 同事 鉴定 出 激活 因子 的 
68 MERRE fti. David Dynlacht 及 同事 没有 选择 
CpG 岛 ， 而 是 选择 已 知 在 细胞 进入 细胞 周期 ( 即 
E2F4 活跃 期 ) 时 被 激活 的 约 1200 个 基因 的 调控 区 
作为 研究 对 象 。 通 过 这 一 组 DNA 的 微 阵列 分 析 ， 
他 们 在 人 纤维 原 细胞 中 发 现 了 127 个 与 E2F4 结合 
的 序列 。 因 此 ， 提 前 了 解 一 些 激活 因子 定时 或 选择 


性 表达 方面 的 知识 ， 有 助 于 设计 筛选 把 基因 的 微 
阵列 。 


AB 染色 质 免疫 沉淀 后 的 DNA 微 阵 列 分 
析 能 够 鉴定 激活 因子 和 其 他 蛋白 质 的 DNA 结合 
位 点 。 对 基因 组 较 小 的 生物 体 〈 如 酵母 ) 而 言 ， 
微 阵列 分 析 包 括 了 所 有 基因 间 的 区 域 。 但 对 大 基 
因 组 而 言 ( 如 人 类 基因 组 ) 这 无 法 实施 。CpG 岛 
可 用 于 缩小 微 阵列 分 析 的 范围 ， 因 为 其 与 基因 的 
调控 区 域 相关 。 如 果 一 个 激活 因子 的 活性 作用 时 
间 和 条 件 已 经 知道 ， 则 在 这 些 时 间或 条 件 下 处 于 
激活 状态 的 基因 的 调控 区 也 可 用 于 此 目的 。 


原 位 表达 分 析 (in situ expression analysis) 
考虑 到 已 经 知道 人 类 21 号 染色 体 与 唐 氏 综合 征 有 
关 ， 我 们 就 有 机 会 在 该 染色 体 中 发 现 导致 此 疾病 的 
基因 ， 这 将 有 助 于 了 解 这 个 染色 体 上 所 有 基因 在 胚 
胎 期 的 表达 模式 。 

对 于 较 低 等 的 生物 体 而 言 ， 这 类 研究 可 按 常 规 
实施 ， 经 典 的 是 用 cDNA 探 针对 胚胎 切片 进行 原 位 
杂交 (第 5 章 )。 但 存在 一 个 严重 的 问题 ， 即 如 果 使 
用 人 的 胚胎 开展 这 类 研究 将 涉及 伦理 上 的 问题 。 所 
幸 的 是 我 们 已 经 获得 了 小 鼠 基因 组 全 序列 ， 因 而 有 
办 法 绕 过 这 一 问题 。 人 类 21 号 染色 体 上 已 确定 的 基 
RA 178 个 ， 其 中 161 个 在 小 鼠 基因 组 中 存在 直系 
同 源 物 〈ortholog)。 所 以 我 们 可 以 全 程 、 全 方位 追 
踪 小 鼠 胚 胎 发 育 过 程 中 这 些 基因 的 表达 ， 而 且 我 们 
设想 人 类 胚胎 中 的 同 源 基 因 采 用 相似 的 基因 表达 
模式 。 

两 个 研究 小 组 将 这 一 策略 应 用 于 人 类 21 号 染色 
体 所 含 基因 在 小 鼠 中 的 同 源 基因 上 。 其 中 之 一 是 
Gregor Eichele, Stylianos Antonarakis, Andrea Bal- 
labio 及 同事 ， 通 过 原 位 杂交 法 对 158 个 小 鼠 同 源 基 
因 在 妊娠 期 间 3 个 不 同时 期 的 表达 情况 进行 了 调查 。 
他 们 还 利用 RT-PCR (第 5 章 ) 检测 了 所 有 161 个 
同 源 基因 在 成 体 中 的 表达 模式 。 结 果 发 现 了 几 个 基 
因 局 限于 特定 时 间 和 特定 位 点 的 表达 模式 ， 而且， 
其 中 一 些 模式 表达 的 部 位 〈 中 枢 神经 系统 、 心 脏 、 
胃 肠 道 、 肢 体 ) 与 唐 氏 综合 征 的 病理 学 相 一 致 。 

例如 ,图 24. 26 显示 了 Pcp 4 基因 在 小 鼠 胚 胎 
第 10.5 天 (全 部 封 轩 切片 的 原 位 杂交 ) 和 第 14.5 
天 (胚胎 切片 的 原 位 杂交 ) 时 的 表达 。 在 10.5 天 ， 
基因 在 眼睛 (黑色 箭头 )、 大 脑 和 背 根 神经 中 枢 ( 白 
色 箭头 ) 中 表达 。 在 第 14. 5 天 ， 基 因 在 许多 组 织 中 
均 表达 ， 包 括 大 脑 皮层 组 织 〈 红 色 箭头 )、 中 脑 、 小 
脑 、 疹 甘 、 肠 、 心 胜 和 背 根 神经 中 枢 ， 所 有 这 些 部 
位 都 是 唐 氏 综合 征 所 影响 的 区 域 。 所 以 ，Pcp4 基 
因 是 与 此 疾病 有 关 的 候选 基因 之 一 。 
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图 24. 26 APRAE NMBA PMR. A 
全 封 固 胚 胎 (a) 或 切片 胚胎 (b) 的 原 位 杂交 
(第 5 章 ) 检测 基因 的 表达 。(a) Pcp4 在 10.5 
天 的 封 固 全 胚胎 中 的 表达 。 黑 色 箭 头 指出 了 眼 
睛 ， 白 色 箭头 指出 了 背 根 神 经 中 枢 。 (b) Pcp4 
基因 在 14.5 天 的 胚胎 切片 中 的 表达 ， 红 色 箭 头 
指示 大 脑 皮层 板 , 深 色 区 显示 基因 的 表达 。 
(Source; Adapted from Nature 420; from Rey- 
mond et al. , fig, 2, p. 583, 2002. ) 


另 一 个 例子 是 整合 了 Eichele 及 同事 ， 以 及 由 
Ariel Ruizi Altaba, Bernhard Herrmann 和 Marie- 
Laure Yaspo 率领 的 研究 组 的 工作 ， 是 关于 小 鼠 
SH3BGR 基因 在 妊娠 第 9.5 天 、 第 10.5 天 和 第 
14.5 天 的 表达 。 研 究 结果 显示 3 个 发 育 阶段 此 基因 
在 心脏 中 都 有 显著 的 表达 ， 因 为 心脏 是 唐 氏 综合 征 
影响 的 器 官 之 一 ， 所 以 ，SH3BGR 基因 是 与 此 疾病 
有 关 的 另 一 个 候选 基因 。 

小 结 ” 小 鼠 可 以 作为 人 类 大 规模 基因 表达 研 
究 的 替代 品 ， 因 为 就 伦理 而 言 ， 不 可 能 用 人 做 这 
方面 的 研究 。 例如， 科学 家 已 经 研究 了 小 鼠 几 乎 
所 有 的 和 人 21 号 染色 体 上 同 源 的 基因 的 表达 ， 
并 且 追 踪 了 这 些 基 因 在 胚胎 发 育 不 同 阶段 的 表 
达 ， 列 出 了 表达 这 些 基因 的 胚胎 组 织 名 录 。 


单 核 葵 酸 多 态 性 :药物 基因 组 学 


既然 我 们 已 经 获得 了 人 类 基因 组 序列 的 草图 ， 
就 能 够 寻找 个 体 间 的 差异 了 。 迄 今 为 止 ， 大 部 分 的 
差异 存在 于 单 核 苷 酸 ， 我 们 称 它 为 单 核 苷 酸 多 态 性 
(single-nucleotide polymorphism, SNP) (SNP 发 音 
为 “snips”")。 如 果 能 将 这 些 SNP 与 单个 基因 缺陷 而 
造成 的 人 类 疾病 联系 起 来 ， 就 能 够 发 现 那些 有 可 能 
患 这 些 疾病 的 个 体 ， 也 可 能 会 发 现 一 套 多 基因 性 状 
的 SNP， 如 对 心血 管 疾病 和 癌症 敏感 的 SNP， 从 而 
阻止 这 些 基因 的 作用 。 

我 们 还 可 以 鉴定 一 些 对 某 种 药物 起 反应 或 不 起 
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反应 的 相关 的 SNP。 利 用 这 些 信息 ， 医 生 可 以 第 选 
出 患者 中 的 关键 SNP， 并 根据 患者 SNP 对 药物 的 反 
应 ， 为 患者 制定 一 个 药物 治疗 程序 ， 这 一 领域 的 研 
究 称 为 药物 基因 组 学 〈pharmacogenomics) 。 

但 是 ， 要 完成 这 些 目标 是 不 容易 的 ， 已 有 的 研 
究 表明 ， 大 部 分 SNP 根本 不 存在 于 基因 内 ， 而 位 于 
基因 间隔 区 内 ， 它 们 中 的 大 部 分 都 不 会 影响 基因 的 
功能 。 但 是 ， 如 果 被 定位 在 基因 控制 区 域内 ， 则 会 
影响 基因 的 功能 。 甚 至 ， 即 使 发 现 它们 存在 于 基因 
内 部 ， 有 时 也 倾向 于 沉默 突变 ， 不 会 改变 蛋白 质 产 
物 的 结构 ， 因 此 ， 不 会 引起 任何 导致 疾病 的 功能 障 
碍 。 出 现 这 种 情况 的 原因 是 : 改变 基因 产物 的 突变 
引起 的 多 态 性 通常 是 有 害 的 ， 因 此 不 会 被 选择 。 那 
些 具 有 危害 性 的 突变 个 体 ， 在 它们 能 够 繁殖 前 ， 通 
常 已 经 死亡 ， 所 以 那些 突变 也 就 丢失 了 。 

我 们 可 以 通过 各 种 基因 分 型 技术 ， 发 现 与 一 个 
给 定 个 体 的 疾病 或 其 他 特性 相关 的 SNP。 一 种 方法 
是 将 一 引物 杂交 到 SNP 相 邻 的 一 段 序列 上 ， 然 后 ， 
用 荧光 标记 的 核 苷 酸 进行 引物 延伸 ， 观 察 嘟 个 核 苷 
酸 将 掺 入 SNP 位 点 。 另 一 种 方法 是 将 某 个 人 的 
DNA 与 一 个 包含 野生 型 和 突变 型 寡 核 华 酸 序列 的 
DNA 微 阵列 杂交 。 还 有 一 种 方法 是 通过 PCR 扩 增 
- 段 围绕 SNP 的 序列 ， 然 后 进行 测序 。 这 些 知 识 将 
有 益 于 人 们 预防 和 治疗 疾病 。 但 是 ， 也 同 知识 窗 
24. 1 中 指出 的 ， 它 们 也 是 有 弊端 的 。 

SNP 和 RFLP 之 间 有 什么 不 同 ? 如 果 两 个 体 之 
间 单 核 苷 酸 的 不 同 在 于 一 个 限制 酶 位 点 上 ， 那 么 ， 
它们 两 者 是 一 致 的 ， 就 像 我 们 在 本 章 前 面 所 提 到 的 ， 
在 享 廷 顿 病 和 患者 中 ，RFLP 与 Hind M 酶 切 位 点 有 
关 。 此 例 中 ， 一 个 单 核 苷 酸 的 不 同 ， 使 得 限制 性 片 
段 的 模式 发 生 了 改变 。 然 而 ，RFLP 也 可 以 由 一 个 
个 体 的 两 个 限制 性 位 点 之 间 插入 一 段 DNA 而 形成 ， 
但 不 是 VNTR， 因 为 它 所 涉及 的 不 仅仅 是 单 核 苷 酸 
的 不 同 。 

由 于 人 们 热心 于 SNP 在 鉴定 普通 疾病 原因 方面 
的 潜能 ，2005 年 ， 国 际 单 倍 体型 图 谱 联盟 CInter- 
national HapMap Consortium) 公布 了 一 张 包括 一 百 
多 万 个 人 类 SNP 的 单 倍 体型 图 谱 ， 通 过 对 来 源 于 4 
个 截然 不 同 的 人 群 (一 个 在 尼日利亚 、 一 个 在 美国 
犹他 州 、 一 个 在 中 国 、 一 个 在 日 本 ) 的 269 个 DNA 
样品 进行 基因 分 型 后 发 现 的 。 单 倍 体型 图 说 
《haplotype map) 显示 了 单 倍 体型 的 位 置 及 倾向 于 完 
整 遗 传 的 DNA 片段 〈 其 内 部 重组 率 很 低 )。 在 有 关 
人 类 基因 组 的 讨论 中 ， 我 们 已 经 了 解 到 不 同位 点 的 
重组 率 变化 相当 大 ， 且 高 重组 率 的 区 域 与 低 重组 率 
的 区 域 交替 出 现 。 低 重组 率 的 区 域 很 可 能 包含 一 些 
一 起 遗传 并 组 成 单 倍 体型 的 遗传 标记 。 


通过 集中 一 些 选 定 的 《〈welhHchosen) SNP [标签 
SNP (tag SNP)]， 国 际 单 倍 体型 图 谱 联 盟 能 够 在 同 
一 区 域 鉴定 出 另 一 些 SNP， 因 此 ， 就 基因 分 型 的 总 数 

言 ， 减 少 了 工作 量 。 通 过 将 标记 的 人 类 DNA 片段 与 
专门 检测 标签 SNP 的 DNA 微 阵列 杂交 来 进行 大 规模 
的 基因 分 型 。 此 方法 已 高 度 自动 化 ， 一 个 人 仅 用 两 天 
时 间 即 可 完成 对 全 基因 组 上 500 000 个 SNP 的 筛选 。 

这 一 计划 的 直接 成 果 是 鉴定 了 几 百 万 个 新 的 
SNP (在 该 计划 开始 之 前 我 们 知道 的 SNP 只 有 
1 700 000 个 )。 另 一 个 直接 的 成 果 是 我 们 对 人 类 进化 
过 程 中 的 重组 和 自然 选择 有 了 新 的 认识 。 

而 潜在 的 (也 是 最 吸引 人 的 ) 成 果 是 鉴定 人 类 
疾病 相关 基因 。 这 种 鉴定 在 HD 和 其 他 由 单 基 因 突 
变 引起 的 疾病 中 很 直接 ， 因 为 有 特定 突变 的 人 几乎 
一 定 会 患 相应 的 疾病 。 但 是 如 果 多 基因 在 疾病 发 生 
中 起 作用 就 很 难 了 ， 因 为 每 个 基因 的 突变 只 发 挥 一 
点 作用 ， 因 此 每 个 基因 的 发 现 都 很 困难 。 不 幸 的 是 ， 
许多 人 的 致死 或 致 残疾 病 〈 如 癌症 、 心 脏 病 和 痴呆 》 
属于 后 者 。 原 则 上 ，HapMap 能 使 这 项 工作 容易 些 ， 
但 正如 前 面 已 经 提 到 的 ， 疾 病 相 关 基 因 的 鉴定 并 不 
能 立即 导致 有 效 的 治疗 。 在 不 久 的 将 来 ，HapMap 
最 可 能 用 作 药 物 基因 组 学 的 工具 。 

另 一 些 研究 者 的 “视野 ”已 经 超出 SNP， 而 是 
比较 不 同人 的 基因 组 ， 并 且 得 到 了 一 些 令 人 吃惊 的 
结果 。 表 面 上 为 正常 人 的 基因 组 中 ， 常 常 不 仅 含有 
SNP， 而 且 也 含有 缺失 、 插 人 、 倒 位 和 完整 的 大 段 
DNA 的 重 排 。 现 在 ， 遗 传 学 家 渐渐 开始 称 基因 组 中 
的 这 类 差异 为 结构 变异 (structural variation). fi 
如 ，Michael Wigler 及 同事 检测 了 20 个 健康 个 体 的 
基因 组 ， 并 在 221 处 发 现 特定 DNA 片段 有 不 同 的 找 
贝 数 ， 而 这 些 拷贝 数 的 变化 并 没有 明显 地 影响 他 们 
的 健康 。 也 许 结合 某 些 环境 因素 ， 这 些 变异 可 能 会 
使 其 他 人 患 病 。 

此 外 ,一 些 结构 变异 似乎 是 有 益 的 。Sunil 
Ahuja 及 同事 证 明 特 定 的 一 些 免 疫 系统 基因 的 额外 
拷贝 有 助 于 人 抵抗 AIDS。 冰 岛 的 一 个 科学 家 团队 发 
现 20% 的 欧洲 人 携带 一 个 大 的 倒 位 。 令 人 惊讶 的 
是 ， 携 带 这 一 倒 位 的 妇女 比 不 携带 的 这 一 倒 位 的 妇 
女 有 更 多 的 孩子 ， 暗 示 这 一 倒 位 赋予 了 某 种 生殖 方 
面 的 优势 ， 所 以 可 能 会 更 广泛 地 传播 。 

简单 生物 体 的 全 部 基因 组 序列 对 于 理解 和 治愈 
人 类 疾病 也 很 重要 。 例 如 ， 醇 母 基因 组 的 序列 完全 
测定 后 ， 分 子 生物 学 家 就 开始 系统 地 突变 6000 个 酵 
母 基 因 ， 调 查 这 些 突变 会 导致 什么 样 的 结果 。 通 过 
RE DURCH GES 章 及 本 章 的 后 面 )， 他 们 也 开 
始 系统 地 筛 查 可 能 的 1. 8X 107 个 蛋白 质 一 蛋白 质 间 
的 互 作 效 应 。 这 类 实验 的 结果 能 使 我 们 对 未 知 基因 


产物 的 活性 有 更 多 的 了 解 。 知 道 了 一 -个 生物 体 中 的 
所 有 看 白质 的 活性 以 及 与 它们 互 作 的 其 他 蛋白 质 的 
性 质 ， 使 我 们 能 更 加 深入 地 理解 一 些 生 化 途径 ， 如 
药物 的 代谢 途径 、 控 制 基 因 表达 的 信号 传导 途径 。 
这 种 了 解 又 为 我 们 对 人 类 的 类 似 途径 的 理解 提供 了 
重要 线索 。 此 外 ， 酵 母 细 胞 可 以 用 作 人 类 的 替代 品 
来 检测 蔽 除 酵母 中 的 和 人 类 已 知 疾病 相关 的 同 源 基 
因 所 造成 的 影响 。 

小 结 “ 单 核 背 酸 多 态 性 能 够 解释 许多 由 单 基 
因 甚至 多 基因 控制 的 遗传 疾病 ， 它 们 也 许 能 够 预 
测 人 对 药物 的 反应 。 含 一 百 多 万 个 SNP 的 单 倍 
体型 图 谱 使 我 们 很 容易 从 没有 影响 的 SNP 中 挑 
选 出 重要 的 SNP。 结 构 变异 《缺失 、 择 入 、 倒 位 
和 完整 的 大 段 DNA 的 重 排 ) 也 是 人 类 基因 组 变 
异 的 很 重要 来 源 。 理 论 上 ， 一 些 结构 变异 可 能 会 
使 某 些 人 更 易 患 病 ， 有 些 则 是 与 健康 关系 不 大 ， 
而 有 些 则 显示 是 有 益 的 。 


24.4 ”蛋白 质 组 学 


在 本 章 的 开始 ， 我 们 了 解 到 对 某 个 生物 一 生 中 
所 有 和 蛋白 质 性 质 和 活性 的 研究 ， 称 之 为 蛋白 质 组 学 
《proteomics)。 分 析 生物 的 基因 组 ， 甚 至 转录 基因 组 
的 工作 是 相对 直接 的 ， 然 而 分 析 其 蛋白 质 组 则 不 容 
易 ， 很 大 程度 上 是 因为 蛋白 质 比 核酸 复杂 。 舍 目前 
的 技术 ,复杂 生物 体 蛋 白质 组 学 仅 能 检测 蛋白 质 组 
的 一 部 分 。 

既然 难度 如 此 之 大 ， 为 什么 科学 家 在 已 获得 转 
录 组 学 方面 的 信息 ， 而 且 可 以 根据 转录 的 水 平 同时 
检测 到 大 量 基 因 表 达 的 情况 下 ， 仍 然 对 蛋白 质 组 学 
如 此 感 兴趣 呢 ? 部 分 原因 是 我 们 现在 知道 在 人 类 细 
胞 中 很 大 比例 50% 或 者 更 多 ) HH ERRE 
的 RNA 并 不 编码 蛋白 质 ， 被 称 为 非 编码 RNA 
(noncoding RNA，ncRNA)。 而 且 ， 正 如 我 们 已 经 
看 到 的 ， 它 们 也 被 称 为 未 知 功能 转录 物 (TUF)。 虽 
然 TUF 是 令 人 感 兴趣 的 ， 但 它们 的 表达 水 平 并 不 能 
告诉 我 们 蛋白 质 的 表达 水 平 。 另 一 个 原因 是 蛋白 质 
编码 基因 的 序列 及 其 表达 水 平 并 不 能 说 明 蛋 白质 产 
物 的 活性 问题 。 

还 有 ， 基 因 的 转录 水 平 只 能 给 出 该 基因 表达 水 
平 的 大 致 情况 。 一 方面 某 种 mRNA 可 能 大 量 合成 ， 
但 可 能 立刻 被 降解 或 低 效 翻译 ， 结 果 蛋 白质 产量 很 
少 。 男 一 方面 有 很 多 蛋白 质 要 经 历 转录 后 的 修饰 ， 
这 对 它们 的 活性 有 着 深刻 的 影响 。 例 如 ， 有 些 蛋 白 
质 直 到 磷酸 化 后 才 有 活性 。 所 以 如 果 细 胞 没有 将 这 
个 蛋白 质 在 适宜 的 时 候 磷酸 化 ， 再 多 的 mRNA 也 不 
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会 显示 出 这 个 蛋白 质 的 真正 表达 水 平 。 不 仅 如 此 
很 多 的 转录 产物 会 通过 选择 性 剪接 及 有 选择 地 转录 
后 修饰 产生 不 止 一 种 蛋白 质 。 因 此 ， 仅 看 基因 的 转 
录 并 不 一 定 能 够 知道 它 会 产生 什么 蛋白 质 。 最 后 
很 多 来 自 大 的 复合 物 的 多 肽 的 真正 功能 是 以 整体 的 
活性 为 基础 的 。 

所 以 ， 如 果 要 检测 真实 的 基因 表达 ， 必 须 看 蛋 
白质 的 水 平 。 要 分 析 某 生物 体 的 所 有 蛋白 质 ， 必 须 
做 两 件 事 : 第 --， 把 所 有 的 蛋白 质 分 离 出 来 ; 第 二 ， 
鉴定 所 有 蛋白 质 并 检测 其 活性 。 下 面 的 两 节 我 们 将 
了 解 分 子 生物 学 家 是 怎样 做 这 两 件 事 的 。 

ati AEA A E TE A G 
作 看 白质 组 ， 研 究 这 些 蛋 白质 或 其 中 很 小 的 一 部 
分 即 为 蛋白 质 组 学 。 这 类 研究 对 基因 表达 的 描述 
比 转录 组 学 研究 更 为 精确 。 


蛋白 质 分 离 


最 好 的 分 离 工具 是 发 明 于 20 世纪 70 年 代 的 双向 
电泳 (two-dimensional gel electrophoresis, 2-D) (第 
15 章 )。 这 种 技术 的 功能 还 不 能 达到 分 离 人 类 所 有 看 
白质 组 的 水 平 。 普 通 的 2-D 胶 仅 能 分 离 大 约 2000 种 
蛋白 质 ， 即 使 用 最 好 的 胶 和 最 好 的 技术 也 只 能 分 离 大 
约 11 000 种 蛋白 质 。 事 实 上 ， 双 向 电泳 的 结果 是 不 可 . 
预测 的 ， 仿 佛 是 一 种 艺术 而 不 是 科学 ， 这 又 增加 了 其 
难度 。 还 有 一 个 问题 是 ， 很 多 有 趣 的 膜 蛋 白 由 于 太 杖 
水 而 不 能 溶 于 电泳 缓冲 液 中 ， 因 此 在 电泳 中 是 看 不 到 
的 。 最 后 ， 很 多 蛋白 质 在 细胞 中 的 量 很 少 ， 以 致 双向 
电泳 检测 不 到 它们 的 存在 。 现 存 的 很 多 问题 是 相当 


激光 脉冲 
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或 手 的， 但 是 科学 家 通过 分 步 处 理 的 方法 来 解决 这 
些 问题 。 例 如 ， 他 们 先 从 细胞 核 甚至 是 其 亚 结构 核 
仁 或 者 核 孔 复合 体 蛋 白 的 分 离 着 手 。 随 着 更 多 的 蛋 
白质 被 分 离 ， 问 题 就 没有 那么 困难 了 。 


蛋白 质 分 析 


一 旦 蛋白 质 被 分 离 并 定量 了 ， 如 何 分 析 呢 ? 首 
先 ， 需 要 进行 鉴定 。 这 项 工作 现在 最 好 的 方法 是 ; 
将 分 离 出 的 各 个 斑点 切 出 ， 用 蛋白 水 解 酶 裂解 成 肽 
段 ， 这 些 肽 段 可 用 质谱 分 析 (mass spectrometry) 
鉴定 。 图 24. 27 展示 了 一 个 目前 很 通用 的 但 却 有 一 
个 复杂 名 称 的 技术 一 一 基质 辅助 的 激光 解吸 电离 飞 
行 时 间 质 谱 分 析 系统 。MALDLTOF (matrix-assis- 
ted laser desorption-ionization time-of-flight), ZEX% 
个 程序 中 ， 肽 段 被 固定 于 基质 上 形成 晶体 。 接 着 ， 
肽 段 被 激光 束 离子 化 〈 基 质 帮 助 肽 段 离子 化 ) ， 基 贰 
电压 的 升 高 导致 离子 射 向 一 个 检测 器 。 假 设 所 有 离 
子 的 带电 情况 相同 通常 几乎 如 此 )， 那 么 离子 到 达 
检测 器 的 时 间 就 取决 于 离子 的 质量 。 质 量 越 大 ， 离 
子 飞行 的 时 间 越 长 。 在 MALDI-TOF 质谱 分 析 仪 
中 ,离子 被 能 产生 离子 束 的 静电 反应 器 偏转 。 所 以 ， 
我 们 可 以 精确 地 估计 到 达 第 二 个 检测 器 的 离子 质量 ， 
这 些 质量 可 以 揭示 肽 段 的 准确 构成 以 及 属性 。 如 果 
整个 基因 组 序列 已 知 ， 我 们 知道 蛋白 质 的 属性 ， 计 
算 机 就 可 以 运用 来 自 质谱 分 析 的 信息 将 双向 电泳 的 
结果 和 基因 组 的 信息 对 应 ,预测 蛋白 质 的 全 序列 。 
当然 ， 知 道 蛋 白质 序列 并 不 一 定 知道 其 功能 ， 因 此 
有 必要 进一步 研究 确定 蛋白 质 的 功能 。 


信号 


图 24.27 MALDI-TOF 质谱 原理 。 将 样品 〈 本 例 为 肽 段 ) 置 于 基质 上 ， 加 一 个 激光 脉冲 使 其 离子 化 。 基 
质 和 样品 间 的 电势 差异 使 离子 化 的 样品 向 检测 器 1 加 速 。 离 子 到 达 检 测 器 1 的 时 间 取 决 于 离子 质量 ， 可 以 
根据 飞行 时 间 来 分 析 样品 分 子 的 质量 。 还 可 以 选择 性 地 打开 检测 器 1 前 面 的 静电 离子 反应 器 ， 以 集中 离子 
并 将 其 反射 到 检测 器 2。 这 个 检测 器 能 够 根据 飞行 时 间 计算 出 更 精确 的 离子 质量 。 


你 可 能 会 想 : 用 微 芯 片 来 鉴定 成 千 上 万 的 蛋白 质 
是 不 是 会 更 好 一 一 就 像 功能 基因 组 学 研究 中 用 DNA 
+ 744 © 


芯片 一 次 检测 数 以 千 计 的 RNA 一 样 。 那 样 就 无 须 分 
离 蛋 白质 了 ， 因 为 很 多 蛋白 质 的 混合 物 与 芯片 钥 育 后 


就 能 观测 到 是 何 种 蛋白 质 结合 了 。 这 关系 到 一 个 策 
略 : 生产 能 够 特异 并 定量 地 识别 蛋白 质 的 抗体 ， 并 将 
其 固定 于 芯片 上 。 但 是 要 实现 这 一 梦想 还 有 许多 障 
碍 。 首 先 ， 抗 体 非常 昂贵 ， 制 备 起 来 也 比赛 聚 核 苷 酸 
耗 时 得 多 。 事 实 上 ， 制 备 人 的 每 一 个 蛋白 质 的 抗体 
的 工作 量 之 大 是 无 法 想象 的 。 而 且 ， 探 测 低 含量 的 
蛋白 质 对 双向 电泳 来 说 已 不 可 能 ， 小 型 的 芯片 技术 
更 是 加 剧 了 这 项 工作 的 难度 。 然 而 ，80 年 代 中 期 人 
们 最 初 提出 花 一 段 时 间 用 完成 人 类 基因 组 计划 ， 当 
时 在 技术 上 是 不 可 能 的 ， 但 是 此 计划 促进 了 该 技术 
的 发 展 。 或 许 ， 如 果 我 们 发 起 人 类 全 蛋白 质 组 计划 
可 能 会 经 历 与 全 基因 组 计划 相同 的 历史 。 

小 结 ” 当 前 的 蛋白 质 组 学 研究 首先 要 求 分 离 
蛋白 质 ， 有 了 时 是 大 规模 的 分 离 。 最 好 的 对 大 量 蛋 
白质 进行 同时 分 离 的 工具 是 双向 电泳 《2-D)。 BE 
白 分 离 之 后 必须 鉴定 ， 最 好 的 方法 是 用 蛋白 酶 切 
成 肽 段 ， 再 用 质谱 分 析 鉴 定 这 些 肽 段 。 有 朝 一 
日 ， 带 有 抗体 的 蛋白 质 芯片 也 许 会 取代 分 离 法 而 
分 析 复杂 的 蛋白 质 混合 物 。 


蛋白 质 的 相互 作用 


很 多 蛋白 质 单独 没有 功能 ， 但 是 会 和 其 他 蛋白 
质 相互 作用 。 许 多 蛋白 质 相互 作用 一 起 参与 生化 或 
发 育 途径 .信号 传导 途径 是 最 好 的 例子 。 多 种 蛋白 
质 一 起 形成 多 蛋白 质 复合 体 执行 一 个 特殊 的 任务 ， 
如 核糖 体 〈 蛋 白质 合成 ) 或 者 蛋白 酶 体 〈 蛋 白质 降 
解 )。 所 以 蛋白 质 组 学 的 任务 是 鉴定 相互 作用 的 蛋白 
质 。 这 常常 为 推测 新 蛋白 质 的 功能 提供 重要 的 线索 。 

探究 蛋白 质 之 间 相 互 作 用 的 传统 方法 是 应 用 醇 
母 双 杂 交 分 析 (第 5 章 )( 译 者 注 : 第 14 章 )， 一 些 
蛋白 质 组 水 平 的 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作 用 的 研究 也 是 
由 此 技术 演绎 而 来 的 。 但 是 双 杂 交 分 析 是 间接 的 ， 
它 是 应 用 报告 基因 的 激活 来 观察 嵌 合 的 转录 激活 因 
子 的 两 部 分 之 间 的 互 作 效应 ， 而 且 受 假 阳 性 和 假 阴 
性 的 影响 。 然 而 ， 如 能 与 一 个 依赖 其 他 技术 的 验证 
实验 相 结 合 ， 酵 母 双 杂交 筛选 体系 还 是 非常 商 效 的 。 
2005 年 ，Frich Wanker 及 同事 用 酵母 双 杂 交 体 系 
(部 分 结合 了 独立 证 实 ) 检测 到 3000 多 种 人 类 和 蛋白 
质 间 的 相互 作用 一 一 减缓 这 一 艰辛 路 途 并 成 为 向 并 
明 互 作 组 〈interactome)》 迈进 的 起 点 ， 互 作 组 是 指 
所 有 人 类 和 蛋白质 间 的 相互 作用 。 

近来 有 些 研究 者 开始 用 超人 敏感 的 蛋白 质谱 分 析 ， 
更 有 效 地 检测 蛋白 质 -蛋白 质 间 的 互 作 。 

有 关 此 方面 研究 的 实例 是 2002 年 Daniel Figeys 
及 同事 采用 以 下 程序 (图 24. 28) 来 检测 酵母 中 蛋 
白质 -蛋白 质 的 互 作 : 首先 ， 他 们 筛选 出 一 套 (725 
种 ) “诱饵 蛋白 ”(bait protein) ， 它 们 很 容易 与 “ 鱼 


(a 


分 离 重 白质 
复合 物 


(c) 


质谱 分 析 及 生 
物 信息 学 鉴定 


图 24. 28 用 质谱 检测 蛋白 质 -蛋白 质 互 作 。 (a) 制 
备 带 标签 的 诱饵 蛋白 。 一 个 编码 诱饵 蛋白 的 酵母 基 
因 经 基因 工程 改造 后 加 入 标签 〈 如 Flag 表 位 》 编码 
序列 , 然后 导入 酵母 细胞 表达 带 标签 的 诱饵 蛋白 。 
(b) 应 用 免疫 亲 和 层 析 〈 所 用 的 树脂 带 有 抗 标签 搞 
体 ) 分 离 带 有 诱饵 蛋白 的 复合 物 。 这 样 不 仅 能 “ 钓 
出 ”诱饵 蛋白 ， 而 且 能 “ 钓 出 ”所 有 与 诱饵 蛋白 作 
用 的 蛋白 质 。 此 实例 中 有 4 种 蛋白 质 : 2 一 5 号 
(co) 纯化 并 鉴定 蛋白 质 。 应 用 SDS-PAGE 分 离 纯 化 
复合 物 中 的 蛋白 质 。 切 取 凝 胶 上 的 蛋白 质 ， 用 胰 蛋 
白 酶 消化 ， 生 成 的 鸡 段 再 用 质谱 分 析 。 计 算 机 将 胰 
蛋白 酶 消化 生成 的 肽 段 质量 与 根据 所 有 醇 母 基因 组 
编码 蛋白 预测 的 多 上 肘 质量 进行 比较 ， 以 鉴定 蛋白 
质 。 (Source: Adapted from Kumar, A. and M. 
Snyder, Protein complexes take the bait. Nature 
415, 2002, p. 123, f. 1.) 


蛋白 ”(fish protein) 作用 。 这 些 “ 诱 饵 蛋白 ”代表 
不 同 的 类 群 ， 包 括 蛋 白 激酶 、 磷 酸化 酶 和 一 些 参与 
到 损伤 DNA 修复 的 酶 。 研究 者 把 以 上 各 类 和 蛋白 中 
的 每 一 种 所 对 应 的 基因 进行 了 克隆 (包括 Flag 抗原 
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表 位 基因 )， 然 后 将 这 个 嵌 合 基因 导入 酵母 细胞 并 使 
其 表达 〈“Flag” 一 词 是 指 该 抗原 表 位 作为 “旗帜 ” 
使 蛋白 质 易于 被 单个 抗体 识别 ) 。 

然后 ， 研 究 者 用 带 有 抗 Flag 抗体 的 免疫 亲 和 层 
析 柱 从 细胞 提取 物 中 分 离 纯 化 出 含有 诱 印 蛋 白 的 蛋 
白质 复合 体 。 他 们 用 SDS-PAGE 将 复合 物 中 各 个 蛋 
白质 分 开 ， 切 下 凝 胶 的 各 条 带 ， 裂 解 每 条 带 的 蛋白 
质 ， 然 后 分 析 裂 解 后 的 肽 段 。 因 为 我 们 知道 醉 母 的 
整个 基因 组 ， 所 以 计算 机 可 以 预测 出 基因 组 编码 的 
任何 蛋白 质 和 裂解 后 肽 段 的 质量 。 所 以 ， 这 种 生物 


(b) 


信息 学 方法 〈 见 下 一 节 ) 可 以 利用 质谱 分 析 仪 的 数 
据 来 鉴定 胰 和 蛋白 酶 裂解 后 的 肽 段 ， 进 而 分 析 蛋 白质 。 

用 10% 的 已 预测 的 醇 母 蛋白 质 作 “诱饵”， 
Figeys 及 同事 “ 钓 ” 出 并 鉴定 了 3617 种 相关 蛋白 ， 
大 约 包括 酵母 蛋白 质 组 的 25%。 这 是 醇 母 双 杂 交 体 
系 的 3 倍 还 多 。 图 24. 29 显示 用 两 种 蛋白 激酶 Kssl 
和 Cdc26 作 诱 饰 的 实验 结果 。 有 些 已 知 互 作 (红色 
箭头 ) 被 重新 发 现 ， 很 多 未 知 互 作 (绿色 箭头 ) 也 
首次 被 找到 了 


Clb3 @ctb5 Neti 
Ste11 Pphs 
ste7Q È Hsu “Cog tpkstFkh1? Mop 
k Sinz 1 \ oe 
Kss1e —-OTect SwetoCln: \ Bins 
Rpn6 Ss SSH | my cdc28 in 
RS RD Cno LS om Fkh2 
Cdh1 Nap1 
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图 24. 29 Figeys 及 同事 发 现 的 蛋白 质 -蛋白 质 互 作 的 实例 。 


(a) 以 Kssl 为 诱饵 发 现 的 蛋白 质 互 作 。 


(b) 以 Cde28 为 诱饵 发 现 的 蛋白 质 互 作 。 红 色 箭头 指示 已 知 的 蛋白 质 互 作 ， 绿 色 指示 该 研究 中 发 现 的 蛋 


白质 互 作 。 


(Source: 


dapted from Ho, Y., A. Grahler, A. Heilbut, G. D. Bader, L. 


Moore, S, L. 


Adams et al. , Systematic identification of protein complexes in Saccharomyces carevisiae by mass spec- 


trometry. Nature 415, 2002, p. 180, f. 1.) 


在 类 似 研究 中 ，Anne-Claude Gavin 及 同事 在 酵 
母 232 个 多 蛋白 复合 体 中 发 现 了 589 种 蛋白 质 组 装 。 
更 有 趣 的 是 ， 这 些 结合 可 以 预测 344 种 蛋白 质 的 新 
功能 ， 其 中 有 231 种 的 功能 在 以 前 是 未 知 的 。 这 种 
“连带 ”(guilt by association) 技术 对 发 现 未 知 蛋白 
功能 是 一 个 有 力 的 工具 。 

Michael Snyder 及 同事 从 另 一 角度 解决 这 个 问 
题 。 他 们 用 载 有 酵母 蛋白 质 组 的 微 阵列 来 检验 哪些 
蛋白 质 (或 脂 质 ) 能 与 微 阵列 的 哪个 蛋白 质 结合 。 
微 阵列 上 的 每 个 小 点 含有 一 个 酵母 蛋白 ， 其 上 耦合 
T GST ADERARE. WE, EAA 
AARE RES AA TERE — 
个 实验 中 (A 24.30), Snyder 及 同事 用 一 个 带 有 生 
物 素 的 蛋白 质 或 脂 质 作 探 针 检测 芯片 ， 再 用 带 荧光 
FEDER RAK. EAE AK (streptavidin) 
SERRE, HL RR He HE Ae Ab E 
阳性 。 微 阵列 中 的 蛋白 质点 阵 上 共有 一 个 重复 ， 所 以 
阳性 应 显现 成 对 的 绿 点 。 图 24. 30 显示 的 每 一 张 片 
子 至 少 有 一 个 阳性 反应 。 钙 黏 蛋 白 是 一 种 钙 结合 蛋 
白 ， 在 钙 离子 存在 的 条 件 下 能 与 其 他 很 多 蛋白 质 反 
应 。 其 他 5 种 探 针 是 带 有 生物 素 的 脂 质 体 ， 它 们 大 
部 分 都 有 细胞 内 信号 传递 活性 。 微 阵列 同时 也 由 抗 
GST 抗体 和 发 红色 荧光 的 二 抗 标记 。 这 可 作为 一 个 
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对 照 实验 ， 所 有 的 蛋白 质 都 有 一 个 GST 标签 ， 所 以 
它们 都 应 该 能 被 GST 抗体 “点 亮 ”。 

有 些 蛋白 质 对 其 他 蛋白 质 的 某 些 特殊 序列 有 结 
合 模块 。 例 如 ，SH3 域 和 WW BRS A A D ARR Jik 
段 ，SH2 域 结合 含 磷酸 酪 胺 的 肽 段 。 基 于 这 一 点 ， 
Stanley Fields、Charles Boone、Gianni Cesareni 及 同 
事 建立 了 一 种 实验 方案 一 -结合 实验 和 计算 机 手段 
鉴定 能 与 这 些 蛋白 质 互 作 的 元 件 ， 当 然 这 些 蛋白 质 
有 上 述 或 其 他 的 肽 结合 区 域 。 

该 方案 分 以 下 4 个 步 又， 第 一 ， 研 究 者 应 用 噬 
菌 体 展示 (phage display) 技术 发 现 了 与 一 定 的 肽 
结合 域 识别 的 共同 序列 。 在 噬菌体 展示 技术 中 ， 编 
码 蛋 白质 或 肽 段 的 基因 或 基因 片段 被 克隆 到 吃 菌 体 
载体 上 与 噬菌体 衣 充 蛋 白 基 因 陨 合 以 便 该 蛋白 或 肽 
段 展 示 于 重组 噬菌体 的 表面 。 

在 这 个 研究 中 ，Tong 及 同事 以 原 癌 蛋 白 Sre HE 
查询 序列 ， 用 更 -BLAST 分 析 ( 见 下 一 节 ) 鉴定 出 
酵母 中 24 种 不 同 的 SH3 域 。 其 中 有 20 种 SH3 可 以 
在 E.coli 中 表达 为 GST- 融 合 蛋白 。Tong 及 同事 从 
一 个 展示 在 噬菌体 表面 的 随机 九 肽 〈random non- 
apeptide) 文库 得 到 了 SH3。 每 个 SH3 都 优先 结合 
一 组 九 肽 ， 由 此 鉴定 出 每 个 SH3 结构 域 的 靶 肽 的 共 
同 序列 。 


PI(4)P 


图 24.30 用 蛋白 质 芯片 检测 蛋白 质 -蛋白 质 的 互 作 和 和 蛋白质- 脂 质 的 互 作 。Snyder 及 同事 用 并 
排 重复 方式 构建 了 蛋白 质 微 阵列 ， 首 先 用 GST 抗体 (第 一 排 和 第 三 排 ) 或 不 同 探 针 〈 下 方 
的 第 二 排 和 第 四 排 ) 进行 检测 。 然 后 再 用 荧光 探 针 检测 GST 抗体 从 而 产生 红 点 。 红 色 荧 光 
的 强度 反映 了 每 一 点 中 蛋白 质 的 量 。 第 二 排 和 第 四 排 的 探 针 偶 联 了 生物 素 ， 可 用 偶 联 了 绿色 英 
光标 签 的 链 霉 亲 和 素 对 其 进行 检测 。 探 针 是 钙 调 蛋 白 〈 钙 调 蛋白 是 一 种 在 很 多 代谢 途径 中 起 作 
用 的 蛋白 质 ， 它 需要 钙 ) 和 带 有 以 下 信号 的 脂 质 体 : 磷脂 酰 纤维 糖 (3) 磷酸 [PI (3) Pl, Be 
脂 酰 纤维 糖 C4, 5) 焦 磷酸 CPI (4, 5) P2]、 磷 脂 酰 纤维 糖 (4) 磷酸 CPI (4) Pl, BRAM 
纤维 糖 (3，4) 焦 磷酸 CPI (3，4) P2] 和 磷脂 酰 纤维 糖 [PC]。 每 一 对 绿 点 对 应 于 微 阵 列 上 
结合 于 探 针 的 一 个 蛋白 质 ， 每 处 的 点 是 成 双 的 〈 结 合 到 蛋白 质 或 脂 质 体 探 针 )。 对 应 于 第 二 排 
和 第 四 排 阳性 点 〈 绿 点 ) 的 红 点 被 框 出 。 (Source: Adapted from Zhu et al. , Science 293 


PI(3,4)P2 


(2001) Fig. 2A, p. 2102.) 


第 二 ，Tong 及 同事 用 计算 机 手段 在 酵母 蛋白 质 
组 中 搜寻 同 源 肽 段 靶 序列 。 这 一 步 产生 了 如 图 
24. 31 所 示 的 蛋白 质 网 络 关系 。 之 所 以 是 网 络 关系 ， 
是 因为 很 多 靶 蛋 白 有 它们 自己 的 SH3 域 ， 反 过 来 又 
与 其 他 起 蛋白 结合 。 被 归于 “k Bay” (人 -core) 的 
和 蛋白质， 每 一 种 都 会 与 其 他 蛋白 质 产 生 TE. 
例如 ，6- 核 6-core) 是 一 组 蛋白 质 ， 其 中 每 个 蛋白 
质 至 少 能 和 其 他 6 种 蛋白 质 反 应 。 图 24. 31a 的 黑色 
区 域 为 6- 核 ,图 24. 31b 是 其 放大 图 。 

第 三 步 ，Tong 及 同事 用 另 一 种 方法 一 一 酵母 双 


杂交 分 析 法 检测 了 SH3 域 与 靶 蛋 白 的 互 作 。 他 们 比 
较 了 两 种 方法 的 结果 ， 发 现 结果 是 一 致 的 。 所 有 互 
作 中 有 59 个 能 被 两 种 方法 同时 检 出 。 由 于 它们 独立 
地 由 两 种 方法 鉴定 出 ， 所 以 其 中 绝 大 多 数 是 可 信 的 。 
Tong 及 同事 又 做 了 一 个 实验 ， 他 们 选择 了 一 个 带 有 
5 个 不 同 富 含 膊 氨 酸 域 的 蛋白 质 ， 也 证 明了 其 正 
确 性 。 

每 一 种 检测 蛋白 质 -蛋白 质 互 作 的 技术 都 很 有 
用 , 但 是 它们 都 有 各 自 的 问题 。 所 有 的 技术 都 会 产 
生 假 阳性 〈 检 测 到 一 个 明显 的 相互 作用 ， 但 是 在 体 
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内 不 会 发 生 》 和 假 阴性 〈 未 能 发 生 明显 的 相互 作用 ) 


结果 。 将 不 同 技术 相 结合 可 能 会 产生 最 好 的 结果 。 


图 24.31 预测 的 蛋白 质 -蛋白 质 互 作 的 网 络 关系 ， 关 于 醉 母 SH3 结构 域 及 其 技 位 点 。 
技术 和 酵母 蛋白 质 组 搜索 技术 预测 的 所 有 和 蛋白质 和 它们 之 间 的 互 作 。 和 蛋白 质 集中 于 核 ， 其 中 每 个 蛋白 质 
都 有 “个 相互 作用 。 例 如 ，3- 核 的 蛋白 质 都 产生 3 个 相互 作用 。 每 个 蛋白 质 根据 其 上 值 不 同 ， 其 颜色 如 
F: OK, RE: 5- 核 ， 蓝 绿色 ;， 4- 核 ， 蓝 色 ; 3- 核 ,红色 ; 2- 核 ， 绿 色 ; 1- 核 ， 黄 色 。6- 核 蛋白 质 的 互 作 
以 红线 表示 。 Cb) 6- 核 网 络 放大 图 ， 显 示 相 互 作用 的 具体 蛋白 质 。 (Source: Adapted from Tong et al. ， 
Science 295 (2002) Fig. 2, p. 322.) 


Ma ”很 多 蛋白 质 通过 与 其 他 蛋白 质 互 作 而 
表现 其 功能 。 检 测 蛋 白质 -蛋白 质 互 作 的 技术 有 
多 种 。 传 统 的 方法 是 酵母 双 杂 交 分 析 法 ， 目 前 还 
有 其 他 几 种 方法 也 已 应 用 ， 包 括 蛋白 质 微 阵列 分 
析 、 免 疫 亲 和 层 析 -质谱 联 用 法 ， 还 有 如 噬菌体 
展示 技术 与 计算 机 结合 的 方法 。 这 些 分 析 最 有 用 
的 成 果 之 一 是 发 现 新 蛋白 质 的 功能 。 


24.5 ”生物 信息 学 


由 于 数据 库 塞 满 了 数 以 十 亿 计 的 人 和 其 他 生物 
的 基因 组 碱 基 序列 和 不 计 其 数 的 蛋白 质 结构 及 其 互 
作 的 信息 ， 所 以 操作 和 使 用 这 些 数据 就 成 了 一 个 关 
键 问题 。 由 此 产生 一 门 新 的 学 科 一 一 生物 信息 学 。 
生物 信息 学 的 实践 者 必须 兼 通 生物 学 和 计算 机 数据 
处 理 ， 以 便 管理 从 基因 组 和 蛋白 质 组 研究 中 得 到 的 
数据 ， 然 后 编写 程序 供 科学 家 使 用 。 例 如 ，BLAST 
是 一 个 用 于 在 数据 库 中 搜寻 与 你 感 兴趣 的 序列 相似 
的 DNA 或 蛋白 质 序列 并 告知 它们 的 同 源 性 的 程序 ; 
GRAIL 则 是 一 个 从 已 知 数据 库 中 鉴定 基因 的 程序 。 

人 们 已 建立 了 两 类 数据 库 。 第 一 类 是 包括 所 有 
生物 的 DNA 和 蛋白 质 序列 的 数据 库 。 两 个 已 普及 
的 DNA 序列 数据 库 是 GenBank (http://www. nc- 
bi. nlm. nih. gov) 和 EMBL (http://www. ebi. ac. 
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(a) 由 噬菌体 展示 


uk/embl/), Swissprot (http://www. ebi. ac. uk/ 
Swissprot/) 是 一 个 普及 的 蛋白 质 序列 数据 库 。 第 
二 类 是 为 某 些 特殊 生物 建立 的 专门 的 数据 库 ， 例 如 ， 
FlyBase 是 果 蝇 基因 组 数据 库 ， 你 可 以 访问 http:// 
www. flybase. bio. indiana, ede, 82 进 入 该 数据 库 ， 查 询 
果 蜗 遗传 图 谱 、 基 因 、DNA 序列 和 一 些 其 他 信息 。 
基因 组 研究 所 (The Institute for Genomic ，TIGR) 有 
-个 网 站 Chttp://www. tigr. org) 能 链接 到 TIGR 数 
据 库 ， 包 括 很 多 微生物 的 完整 基因 组 信息 。 

正如 Willian Gelbart 指出 的 ， 问 题 在 于 我 们 对 
基因 组 序列 的 功能 还 不 了 解 。 他 打 了 个 比方 ， 我 们 
知道 了 很 多 “名 词 "， 即 知道 了 基因 组 的 多 肽 编码 
区 ， 但 我 们 还 不 知道 “动词 "、“ 形 容 词 ”和 “ 副 
词 "， 即 不 知道 基因 何 时 表达 及 表达 量 。 我 们 也 不 知 
道 支配 多 肽 的 组 装 和 工作 的 “语法 ”， 不 知道 它们 是 
怎样 催化 生化 途径 的 。 生 物 信息 学 会 提供 数据 库 及 
全 面 理解 基因 组 学 “语法 ”所 需 的 注解 。 

小 结 ”生物 信息 学 的 任务 是 建立 和 使 用 生物 
学 数据 库 ， 其 中 的 一 些 包括 基因 组 的 DNA 序列 。 
生物 信息 学 对 于 从 庞大 的 生物 学 数据 中 挖 拥 有 关 
基因 结构 和 表达 的 有 用 知识 而 言 是 必需 的 。 


从 哺乳 动物 基因 组 中 发 现 调控 基 序 


以 下 是 科学 家 以 纯 计 算 机 工具 在 哺乳 动物 基因 
组 中 发 现 调控 基 序 的 例子 。 在 研究 的 发 现 阶段 ， 这 


些 科学 家 既 没 有 用 试管 [体外 (in vitro) 研究 ] 也 
没有 用 细胞 或 动物 [体内 Cin vie) WR] Rit, 
他 们 的 工作 可 以 描述 为 计算 机 模拟 (in silico), 与 
他 们 计算 机 中 的 以 硅 为 基础 的 芯片 有 关 。 

在 本 章 前 面 ， 我们 曾 看 到 一 个 通过 实验 鉴定 已 知 
转录 因子 鞠 位 点 的 例子 ， 但 是 如 何 处 理 尚未 鉴定 出 作 
用 分 子 的 调控 位 点 呢 ? 在 2005 4F, Eric Lander, 
Manolis Kellis 及 同事 报道 了 他 们 用 生物 信息 学 解决 这 
-问题 的 结果 ， 推 测 调控 基 序 (6 一 10bp K) 最 可 能 
在 基因 的 上 游 调控 区 转录 因子 可 能 结合 的 位 点 ) 和 
3'-UTR (miRNA 和 其 他 调控 分 子 结合 的 位 点 ， 调 控 
mRNA 的 稳定 性 和 可 译 性 ) 中 发 现 。 他 们 进一步 推 
测 有 亲缘 关系 生物 体 的 调控 基 序 可 能 是 保守 的 ， 因 
此 比较 了 人 类 、 小 鼠 、 大 鼠 和 狗 的 基因 组 以 发 现在 
5' WH KAM 3'-UTR 区 中 的 保守 序列 。 

他 们 将 研究 集中 于 在 这 4 个 物种 中 均 被 详细 注 
释 的 17 000 个 基因 ， 将 每 个 基因 的 启动 子 区 限定 在 
以 转录 起 始 位 点 为 中 心 的 4kb 区 域内 ， 并 将 3-UTR 
限定 在 每 个 mRNA 所 注释 的 翻译 终止 密码 子 和 poly 
CA) 信号 之 间 的 区 域 。 作 为 对 照 ， 他 们 参照 许多 基 
因 最 后 两 个 内 含 子 的 约 123Mb 的 序列 ， 通 常 认为 末 
端的 内 含 子 缺 乏 调控 基 序 ， 因 此 可 作为 很 好 的 阴性 
对 照 。 

他 们 将 “保守 ”定义 为 : 在 所 有 4 个 物种 中 绝 
对 保守 的 基 序 . “FR” (conserved rate) 是 一 个 
基 序 保守 次 数 与 其 在 研究 涉及 人 类 基因 组 区 域 〈 如 
启动 子 区 ) 内 出 现 次 数 的 比率 。 最 后 ，“ 基 序 保守 
fi” (motif conserved score, MCS) 是 一 个 基 序 的 保 
守 率 超过 同样 大 小 的 随机 基 序 的 保守 率 而 获得 的 标 
准 差 值 。 

为 桨 明 保 守 情况 ， 选 择 了 8mer (TGACCTTG) 
的 基 序 (为 转录 因子 Erra 的 结合 位 点 )。 该 基 序 在 
人 类 基因 组 中 出 现 434 次 ， 其 中 162 处 为 保守 ， 因 
此 ， 保 守 率 是 162/434 (37%)， 而 启动 子 区 随机 的 
8mer 序列 保守 率 仅 为 6. 8%。 而 且 ， 这 个 8mer 基 序 
的 保守 是 启动 子 区 特异 性 的 ， 在 内 含 子 区 ， 其 保守 
率 仅 为 6.2%。 根 据 以 上 和 其 他 的 一 些 数 据 的 统计 
分 析 计 算 保守 值 。Erra 基 序 的 保守 值 是 25. 2 标准 
HE. 反映 了 以 6. 8 区 比率 为 背景 发 现 37 闪 保守 率 的 
可 能 性 。 

为 了 获得 有 关 调 控 基 序 保守 性 的 一 般 情况 ， 他 
们 计算 了 TRENSFAC 数据 库 中 已 知 转录 因子 结合 
位 点 的 MCS。 发 现 其 中 63% 基 序 的 MCS>3, H 
50% 基 序 的 MCS<6。 因 此 ， 限 定 “高 度 保守 基 序 ” 
的 MCS>6。 作 者 给 出 3 个 原因 解释 为 什么 许多 已 
知 调控 基 序 MCS 还 不 到 3， 即 这 些 基 序 鉴 定 有 误 ， 
基 序 在 所 研究 的 4 个 物种 中 不 保守 ， 这 些 基 序 还 不 


够 普遍 。 

他 们 在 启动 子 区 鉴定 了 174 个 高 保守 的 基 序 ， 
其 中 59 个 与 TRENSFAC 中 已 鉴定 的 调控 基 序 严格 
匹配 ，10 个 弱 匹 配 ， 另 外 105 个 基 序 可 能 代表 了 新 
的 调控 基 序 。 如 果 这 些 新 的 基 序 真是 调控 元 件 , 它 
们 相关 的 基因 很 可 能 在 某 种 程度 上 呈现 组 织 特异 性 
表达 ， 这 是 因为 同一 转录 因子 控制 的 基因 在 同一 组 
织 中 呈 激 活 状态 。 作 者 参考 数据 库 列 出 了 75 种 组 织 
中 表达 基因 的 清单 ， 发 现 已 知 基 序 的 86% 和 新 基 序 
的 50% 与 在 一 种 或 多 种 组 织 中 活性 明显 增强 的 基因 
相关 。 

检查 其 真实 性 的 另 一 个 方法 是 观察 元 件 的 位 置 
是 否 偏向 转录 起 始点 。 实 际 上 ， 商 保守 的 元 件 明显 
趋向 于 集中 在 起 始点 100bp 范围 内 ， 而 随意 元 件 随 
机 分 布 于 分 析 所 涉及 的 4kb 的 整个 区 域 。 总 之 ， 这 
些 数据 说 明 鉴 定 的 多 数 基 序 很 可 能 属于 真正 的 调控 
元 件 。 

在 基因 的 3'-UTR 发 现 了 106 个 高 保守 的 基 序 ， 
由 于 没有 类 似 于 TRENSFAC 的 3'-UTR 元 件数 据 
库 ， 所 以 必须 用 其 他 的 方法 检测 其 真实 性 。 幸 运 的 
是 ， 有 两 个 很 突出 的 特征 可 以 被 我 们 利用 。 首 先 不 
像 启动 子 区 的 元 件 ，3'-UTR 内 的 基 序 呈现 明显 的 
方向 偏向 ， 即 倾向 存在 于 一 条 链 上 而 不 在 另 一 条 链 。 
这 与 3-UTR 基 序 的 活性 存在 于 mRNA 上 的 假说 是 
一 致 的 ， 这 些 基 序 在 此 处 与 miRNA 或 其 他 分 子 结 
合并 调控 mRNA 的 稳定 性 和 可 译 性 。 这 是 因为 这 些 
基 序 必须 在 被 转录 为 mRNA 的 那 条 链 上 。 其 次 启动 
子 区 基 序 的 活性 体现 在 DNA 水 平 ， 它 们 典型 地 结 
合 激活 因子 ， 并 在 两 个 方向 均 旦 现 活性 ， 因 此 不 存 
在 链 的 偏向 性 。 

基因 3'-UTR 基 序 的 第 二 个 特征 是 明显 偏向 于 
长 度 为 8 个 碱 基 ， 并 且 A 在 最 后 一 位 。 启 动 子 区 的 
基 序 不 存在 这 一 偏好 。 这 一 特征 与 以 下 假说 一 致 ， 
即 此 8mer 序列 是 miRNA 杂交 位 点 的 长 度 ，miRNA 
倾向 于 以 工 起 始 ， 并 跟随 与 受 调控 mRNA 相应 位 点 
互补 的 7 个 碱 基 。 

高 保守 的 8mer 和 miRNA 之 间 的 关系 令 人 感 兴 
趣 ， 因 此 搜索 了 miRNA 的 注册 库 〈 包 含 207 个 不 
同 的 人 类 miRNA) 并 将 其 与 这 些 8mer 序列 进行 比 
对 ， 结 果 发 现 已 知人 类 miRNA 的 43% 4k 4 8mer 
序列 中 的 一 个 完美 匹配 ， 而 只 有 2% 与 对 照 组 的 
8mer 序列 相 匹配 。 不 与 已 知 miRNA 相 匹 配 的 8mer 
序列 比 相 匹配 的 进化 的 更 快 。 说 明 匹 配 的 8mer 序列 
没有 破坏 与 miRNA 的 杂交 ， 故 不 能 改变 它们 的 序 
列 ， 这 对 基因 的 调控 很 重要 。 

最 后 ， 可 用 保守 的 8mer 基 序 去 发 现 新 的 基因 。 
从 4 个 基因 组 中 寻找 与 高 保守 8mer 基 序 互补 的 保守 
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序列 。 继 而 检测 保守 序列 周 序列 形成 稳定 葵 环 
结构 (miRNA 的 特征 ) 的 能 力 ， 发 现 242 个 这 样 的 
稳定 茎 环 结 构 ， 可 能 编码 miRNA。 其 中 113 个 编码 
了 已 知 的 miRNA， 剩 余 129 个 的 编码 产物 预计 也 是 
miRNA。 随 机 选择 了 其 中 的 12 个 ， 并 检测 它们 在 
成 人 组 织 库 中 的 表达 〈 此 项 工作 中 唯一 的 体外 试 
验 )。 发现 有 6 个 基因 表达 ， 因 此 ，129 个 预测 的 
miRNA 基因 中 有 许多 的 确 编码 了 miRNA。 这 意味 
着 尚 有 许多 miRNA HAAG RB, H miRNA 对 基 
因 表达 的 调控 可 能 比 我 们 预期 的 更 为 广泛 。 

小 结 ”利用 计算 机 生物 技术 ，Lander 和 
Kellis 在 包括 人 类 在 内 的 4 种 哺乳 动物 的 启动 子 
区 和 3'-UTR 中 发 现 了 高 保守 基 序 。 在 启动 子 区 
的 基 序 可 能 代表 转录 因子 的 结合 位 点 。 许多 3'- 
UTR 内 的 基 序 可 能 代表 miRNA 结合 位 点 。 


如 何 使 用 数据 库 
一 些 非常 有 用 的 数据 库存 储 在 国家 生物 信息 学 


中 心 (National Center for Biological Information , 
NCBD 。 在 这 一 节 我 们 将 举 一 些 如 何 获得 并 利用 这 
些 数据 的 例子 。 为 了 搞 清楚 怎样 进行 搜索 ， 假 设 你 
是 一 个 内 科 医 生 ， 正 在 给 一 个 长 疣 的 患者 看 病 。 你 
怀疑 某 种 病毒 是 病因 ， 甚 至 你 的 大 脑 中 已 经 想到 了 
-个 待 检 病毒 〈 乳 头 状 瘤 病毒 )， 你 会 将 疣 切 下 放 在 
含有 去 污 剂 的 缓冲 液 中 均 质 化 ， 使 之 释放 病毒 颗粒 ， 
纯化 DNA， 再 用 设计 的 待 检 病毒 特异 性 引物 进行 
PCR。 如 果 得 到 一 条 特异 性 条 带 ， 说 明 待 检 的 病毒 
DNA 在 疣 中 存在 。 为 了 进一步 研究 这 个 病毒 确切 的 
株 系 ， 可 以 对 扩 增 产物 进行 测序 ， 得 到 如 图 5. 19 所 
示 的 测序 胶 。 

如 果 你 需要 练习 解读 测序 胶 ， 那 就 不 要 看 下 面 
所 示 的 序列 ， 直 接 写 出 前 21 个 碱 基 ， 以 胶 最 上 面 的 
C 打头 。 如 果 你 想 跳 过 这 一 步 ， 请 看 下 面 ， 这 就 是 
它 的 序列 ，caaaaaacggaccgggtgtac。 小 写 的 目的 是 防 
止 混淆 ， 小 写 < 和 g 比 大 写 C 和 G 容易 分 辨 。 

进入 NCBI 主页 点 击 BLAST 开始 搜索 ,或 者 直 
接 从 NCBI BLAST HEH (http://www. ncbi. nim. 
nib. gov/BLAST/) 开始 。 如 果 你 要 在 核酸 数据 库 中 
搜索 ， 向 下 寻找 标题 “Nucleotide” 并 点 击 “Nucle- 
otide-nucleotide BLAST” (BLAST FX blastn). 
标 有 “Search” 的 框 将 带 你 寻找 你 想 查 的 序列 (或 
想 在 数据 库 中 比 对 的 序列 )。 你 可 以 用 键盘 输入 序 
列 ， 但 是 直接 从 文档 中 拷贝 并 粘贴 会 更 容易 些 。 

当 已 输入 了 序列 ， 用 “Set subsequence” 框 可 
以 选择 查找 序列 的 一 部 分 。 例 如 ， 如 果 想 搜索 序列 
的 第 10 到 第 21 个 残 基 ， 请 在 “From” 窗 口中 输入 
10， 在 “To” 窗 口中 输入 21。 也 可 用 “Choose da- 
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tabase” 选 择 数 据 库 。 默 认 的 数据 库 是 nr， 代 表 
“nonredundant”"。 这 个 数据 库 包括 几 个 数据 库 的 所 
有 核酸 序列 ， 是 最 全 面 的 。 开 始 搜索 请 点 击 序列 框 
下 的 “BLASTI!"， 之 后 会 出 现 一 个 对 话 框 ， 告 诉 你 
序列 输入 成 功 并 预测 完成 搜索 的 大 概 时 间 。 这 个 过 
程 有 时 仅 需 几 秒 钟 ， 但 是 通常 需 几 分 钟 甚至 几 小 时 。 
请 按 指令 点 击 “Format!” 即 可 获取 结果 ， 同 时 你 会 
得 到 一 个 请 求 ID (request ID, RID) 号 。 

如 果 立 刻 得 到 了 结果 ， 你 就 可 以 进行 分 析 了 。 
但 也 许 得 等 待 。 在 这 种 情况 下 ， 记 住 你 的 RID 号 ， 
你 可 以 再 过 一 段 时 间 登 录 NCBI 获取 这 个 RID 号 的 
搜索 结果 。 怎 么 做 呢 ? 请 看 BLAST 结果 页 上 端的 
附近 ， 在 标识 语 “ NCBI nucleotidenucleotide 
BLAST ” Fi, stir “Retrieve result of an RID”, 
计算 机 会 提示 你 输入 RID 号 。 输 入 之 后 ， 如 果 有 结 
果 ， 就 会 立刻 显示 出 来 。 

所 得 的 结果 会 有 几 种 形式 。 第 一 ， 你 会 看 到 一 
张 彩色 的 条 形 图 ， 这 张 图 说 明了 查询 序列 和 数据 库 
中 不 同 序列 的 粗略 匹配 程度 。 红 色 代 表 最 好 的 匹配 。 
可 以 将 鼠标 指 在 每 个 条 上 读 出 两 者 的 一 致 性 Ciden- 
tity)。 在 条 形 图 的 下 面 是 与 查询 序列 在 一 定 范围 匹 
配 的 序列 ， 这 个 问题 后 面 还 会 讨论 。 对 每 一 匹配 序 
列 已 进行 了 一 致 性 分 析 ， 匹 配 程度 最 高 的 放 在 第 一 ， 
接着 按 匹 配 的 紧密 程度 按 递减 顺序 排 下 一 个 。 

NCBI 会 给 每 一 对 序列 打 两 个 分 数 。 第 一 个 是 
“比特 值 ” (bit score，S)， 它 与 查询 序列 和 数据 库 
序列 间 匹 配 数 有 关 。 分 值 越 大 ， 匹 配 越 好 。 本 例 中 ， 
最 好 匹配 的 S 值 是 42. 1 分 。 第 二 个 是 “期 望 值 ” 
(expect value, E value) ， 表 示 预 期 随机 看 到 产生 相 
应 比特 值 的 匹配 数 。 所 以 ，E 值 越 小 ， 匹 配 越 好 。 
匹配 很 好 时 期 望 值 远 小 于 1.0。 在 这 个 实例 中 ， 最 
佳 匹配 的 期 望 值 是 0.011, 

BBA, 数据库 中 与 查询 序列 之 间 最 佳 匹配 序列 
的 身份 (identity) 是 什么 ? 将 鼠标 置 于 顶部 的 条 形 
BE) 上 ,显示 它 属于 人 乳头 状 瘤 病毒 《HPV) 
31 型 ， 表 明 患 者 的 疣 由 这 种 病毒 引起 。 你 可 以 从 所 
有 的 条 形 下 面 罗列 的 配对 序列 得 到 相同 的 信息 。 两 
个 黑 条 对 应 的 是 小 家 鼠 (Mus musculus) 的 基因 ， 
匹配 得 也 很 好 。 

随 着 从 上 往 下 查看 搜索 结果 ， 可 以 看 到 查询 序 
列 和 数据 库 序列 比 对 的 结果 。 你 会 看 到 查询 序列 与 
HPV31 匹配 得 最 完美 ， 而 和 小 鼠 的 21 个 位 点 仅 有 
19 处 匹配 。 虽 然 表 面 上 看 起 来 差异 很 小 ， 但 是 已 值 
差异 却 很 大 。 比 对 中 小 鼠 基因 的 王 值 为 0.17， 比 
0.011 大 得 多 。 

输入 的 查询 序列 仅 有 21 个 碱 基 ， 非 常 短 。 增 加 
序列 的 长 度 有 什么 影响 呢 ? 要 么 再 读 一 段 测 序 胶 


(至 42 个 碱 基 )， 或 者 输入 以 下 序列 重新 查询 ， 
caaaaaacggaccgggtgtacaacttttactatggcgtgagc 

这 次 的 巨 值 是 e*， 非常 小 的 一 个 数 ， 说 明 42 
个 位 点 的 完美 匹配 有 更 高 的 生物 学 意义 。 

如 果 你 没有 自己 的 DNA 序列 , 但 又 想 利用 
NCBI 数据 库 获得 一 般 性 信息 ， 该 怎么 办 呢 ? 例如， 
你 可 能 有 兴趣 找 一 些 与 人 类 疾病 相关 的 基因 ， 如 结 
肠 癌 。 要 进行 这 种 搜索 ， 可 以 访问 NCBI 点 击 “Ge- 
nomic Resources”， 然 后 点 击 “Human Genome Re- 
sources”， 再 点 击 “Maps and Markers” 下 的 “Map 
Viewer”， 大 约 在 页 面 的 中 下 部 将 显示 一 张 人 类 染色 
体 组 型 示意 图 ， 展 示 了 人 的 所 有 染色 体 ， 包 括 线 粒 
体 染色 体 (mitochondrial chromosome，MT) 。 如 果 
你 想 了 解 结肠 痛 基 因 ， 但 不 知道 查找 哪 条 染色 体 ， 
只 需 在 “Search for” 下 键 人 “colon cancer” (结肠 
瘤 )， 另 外 两 格 空 着 不 填 。 然 后 点 击 右边 的 “Find” 
键 。 系 统 会 突出 强调 除 4 条 染色 体 之 外 其 他 染色 体 
上 的 许多 基因 (至少 2006 年 11 月 是 这 样 ， 随 着 人 
们 对 结肠 癌 基 因 的 进一步 了 解 ， 这 个 数 还 会 变化 )。 
点 击 3 号 染色 体 下 的 蓝 色 数字 “3”， 会 看 到 一 个 标 
有 MLHI 的 基因 ， 边 上 还 带 了 一 个 红色 标记 。 

点 击 MLHI 基因 链接 到 这 个 基因 的 数据 。 概 要 
会 告诉 你 MLHI WA E. coli mutL 基因 在 人 类 的 
同 源 基因 ， 编 码 一 个 参与 错 配 修 复 的 蛋白 质 。 人 的 
MLHI 基因 也 参与 错 配 修复 。 它 的 突变 会 造成 错 配 
和 突变 积累 ， 这 可 能 是 人 患 癌症 的 前 奏 ， 结 肠 瘤 万 
其 如 此 ， 因 为 在 正常 情况 下 阻止 癌症 发 生 的 基因 
(MAA (tumor suppressor gene)] 会 由 于 突变 而 
失 活 ， 使 细胞 生长 抑制 基因 【[ 原 瘤 基因 (onco- 
gene)] 会 由 于 突变 而 被 激活 。 

也 可 以 用 NCBI 了解 到 蛋白 质 结构 的 信息 。 例 
如 ， 想 了 解 p53 蛋白 (一 种 抑 癌 基因 产物 )， 其 失 活 
是 很 多 癌症 的 特征 。 可 访问 NCBI 并 点 击 “Struc- 
ture”。 下 一 页 会 显示 “Search Entrez Structure 
for…”， 在 空格 处 键入 “p53” 并 点 击 “Go”， 会 得 
到 一 个 条 目 表 。 到 条 目的 第 5 页 点 击 链接 名 为 
“1TUP” 的 90 号 条 目 〈 至 2006 年 11 H) 名 为 “与 
DNA 复合 的 肿瘤 抑制 物 p53”。 点击“View 3D 
Structure"， 服 务 器 会 提示 你 下 载 CN3D 浏览 器 。 如 
果 没 有 ， 点 击 “GetCn3D4. 1” 链 接 ， 根 据 提 示 可 以 
免费 下 载 并 安装 这 种 软件 。 

一 旦 安装 了 CN3D 浏览 器 ， 再 回 到 上 一 步 点 击 
“View 3D Structure”， 会 看 到 p53 与 DNA 形成 的 复 
合 物 的 X 射 线 晶体 衍射 结构 图 。 有 了 CN3D 软件 ， 
还 可 以 用 鼠标 根据 你 的 意愿 旋转 这 个 结构 图 。 用 鼠 
标 按 住 结 构图 的 左边 ， 再 将 鼠标 拖 至 右边 ， 结 构图 
就 会 从 左 至 右 旋转 。 也 可 以 从 上 向 下 旋转 ， 在 水 平 


和 垂直 方向 之 间 以 任意 角度 旋转 。 尽 可 旋转 ， 直 到 
看 清 DNA 大 沟 和 锌 指 结构 的 相互 作用 为 止 。 

可 以 查阅 以 前 章节 的 部 分 蛋白 质 的 3D 结构 。 
例如 ,查阅 GALA 的 结构 和 糖 皮质 激素 受 体 。 这 两 
种 结构 图 都 可 以 旋转 ， 比 本 书 中 清楚 得 多 。 

小 结 NCB 包含 了 一 个 巨大 的 生物 信息 库 ， 
包括 基因 组 和 和 蛋白 质 组 数据 。 以 某 段 译 列 为 出 发 
点 ， 可 以 发 现 该 序列 所 属 的 基因 ， 并 将 其 与 相似 
的 基因 比较 ; 也 可 以 以 某 个 想 研 究 的 话题 为 出 发 
点 搜索 数据 库 得 到 关于 此 话题 的 信息 ; 还 可 以 查 
阅 蛋 白质 ， 通 过 在 屏幕 上 的 旋转 观察 其 三 维 结构 。 


问题 解答 
问题 1 
下 图 是 用 RFLP 标记 的 一 段 DNA 物理 图 谱 。 
探 针 
| | 
ft 2kb a 4kb a) 


标 有 号 码 的 垂 线 代表 Pst I 的 限制 酶 位 点 。 位 点 
3 和 4 具有 多 态 性 ， 其 他 没有 。Pst 1 限制 酶 位 点 的 
间距 已 给 出 。 检测 RFLP 的 探 针 范围 用 图 上 的 水 平 
线 表示 。 将 不 同 个 体 的 DNA 用 Pst 1 酶 切 ， 片 段 进 
行 电泳 、 转 膜 及 与 带 标记 的 探 针 杂交 。 

a 如 果 DNA 来 自 以 下 单 倍 体 型 所 形成 的 纯 合 
子 个 体 ， 请 绘 出 将 会 看 到 的 印迹 图 。 


单 倍 体型 位 点 3 位 点 4 
A 存在 存在 
B 存在 不 存在 
e 不 存在 存在 
D 不 存在 不 存在 


b. 位 点 1 存在 与 否 对 结果 又 何 影响 ? 

解答 

a 样本 A: 如 果 位 点 3 和 4 都 存在 ， 则 4 个 片 
段 都 产生 。 从 左 至 右 分 别 为 ，1. 5kb、2kb、3kb、 
4kb。 当 然 ，2kb、3kb、4kb 的 片段 会 与 探 针 杂交 显 
出 条 带 。 样 本 B: 位 点 3 存在 ， 所 以 将 产生 2kb 的 
片段 ; 位 点 4 不 存在 ， 所 以 1kb 的 片段 会 与 4kb 的 
片段 融合 产生 一 个 5kb 的 片段 。 样 本 C: 位 点 3 不 
存在 ，2kb 的 片段 与 1kb 的 片段 融合 产生 一 个 3kb 
的 片段 ; 位 点 4 存在， 产生 4kb 的 片段 。 样 本 D: 
位 点 3 和 4 都 不 存在 ， 所 以 2kb、1kb、4kb 的 片段 
会 融合 在 一 起 ， 产 生 一 个 7kb 的 片段 。 下 图 显示 你 
得 到 的 结果 。 
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b 位 点 1 的 存在 与 否 对 结果 没有 影响 ， 因 为 探 
针 的 范围 没有 达到 位 点 2 的 左边 。 所 以 ， 即 便 位 点 
1 消失 ， 产 生 一 个 位 于 2 左边 的 较 长 片段 ， 用 该 探 
针 也 无 法 检测 到 这 个 片段 。 

问题 2 ”假如 你 对 一 个 导致 人 类 遗传 病 的 基因 
作 图 用 B101 探 针 检测 ， 发 现 这 个 基因 与 一 个 
RFLP 连锁 。 将 带 标记 的 B101 与 鼠 人 杂种 细胞 的 
DNA 杂交 。 下 表 显示 存在 于 每 个 杂种 细胞 系 的 人 类 


染色 体 组 以 及 控 针 与 其 杂交 的 情况 。 
细胞 系 包含 的 人 类 染色 体 探 针 杂 交 
A 1, 2, 17 - 
B 3, 5, 9, 12 + 
C 5，18，22 
D 1, 3, 9 
E 2, 9, 18 - 
F 2.3.7 + 
请 问 人 的 哪个 染色 体 携带 致 病 基因 ? 
解答 


请 看 每 个 阳性 细胞 系 《B、D 和 F) 包含 的 人 类 
染色 体 组 。 它 们 是 : 

Br 3, 5, 9, 125 

D: 1, 3. 9 

F: 2, 3, 7. 

现在 发 现 有 一 个 染色 体 在 三 者 中 均 存在 ， 它 就 
是 3 号 染色 体 。 所 以 ，RFLP 定位 于 3 号 染色 体 ， 
致 病 基因 与 RFLP 连锁 。 


总 结 


& fa 


有 几 种 方法 可 以 从 尚未 测序 的 大 段 DNA 区 域 
中 鉴定 基因 。 其 中 之 一 是 外 显 子 捕获 法 ， 采 用 一 种 
特殊 的 载体 将 外 显 子 单独 克隆 出 来 。 另 一 种 是 用 甲 
基 化 丝 感 的 限制 性 内 切 核酸 酶 寻找 CpG &——DNA 
中 包含 非 甲 基 化 CpG 序列 的 区 域 。 在 基因 组 时 代 之 
前 ， 遗 传 学 家 用 图 位 法 将 享 廷 顿 症 基因 〈HD) E 
位 在 4 号 染色 体 未 端 附近 的 区 域 。 然后 他 们 又 用 外 
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显 子 捕获 法 鉴定 了 该 基因 。 

很 快 ，DNA 自动 测序 法 使 生物 学 家 能 够 得 到 病 
毒 和 生物 体 的 碱 基 序 列 ， 包 括 从 简单 的 噬菌体 到 细 
菌 、 真 菌 、 简 单 动物 、 植 物 、 小 鼠 和 人 类 。 人 类 基 
因 组 计划 的 很 多 绘图 工作 是 靠 醇 母 人 工 染色 体 
《YAC) 完成 的 ，YAC 是 一 种 包括 醇 母 复制 区 的 染 
色 体 ， 包 括 一 个 着 丝 粒 、 两 个 端 粒 。 长 达 1Mbp 的 
外 源 片段 能 够 插入 到 着 丝 粒 和 一 个 端 粒 之 间 。 另 外 ， 
由 于 细菌 人 工 染 色 体 (BAC) 极 高 的 稳定 性 和 易 操 
Tete, BAAR THEME KEM. BAC 是 一 
种 基于 大 肠 杆菌 下 质粒 的 载体 ， 最 大 可 插入 300kb 
左右 的 片段 ， 但 平均 为 150kb。 

对 人 类 基因 组 或 任何 大 的 基因 组 作 图 ， 需 要 一 
套路 标 〈 标 记 ) 以 确定 基因 的 位 置 与 标记 间 的 关系 。 
基因 本 身 可 以 作为 标记 ， 但 是 常用 的 标记 是 一 些 未 
知 的 非 基因 DNA 片段 ， 如 RFLP, VNTR, STS 
(包括 ETS) 和 微 卫 星 。RFLP (RHR BKE 
多 态 性 ) 指 的 是 用 一 种 限制 性 内 切 核酸 酶 对 两 个 或 
多 个 个 体 的 DNA 进行 完全 酶 切 后 产生 的 限制 性 片 
段 长 度 的 不 同 。RFLP 由 限制 性 酶 切 位 点 在 某 处 的 
有 无 ， 或 两 酶 切 位 点 之 间 碱 基 的 插 人 或 缺失 决定 。 
RFLP 也 可 由 两 酶 切 位 点 之 间 的 串联 重复 序列 的 重 
复 次 数 不 同 (VNTR) 决定 。STS〈 序 列 标签 位 点 ) 
是 指 通过 一 对 引物 进行 PCR 扩 增 获 得 预计 大 小 
DNA 片段 来 鉴定 的 DNA Kik, EST (表达 序列 标 
签 ) 是 STS 的 一 种 ， 由 cDNA 产生 ， 因 此 它们 代表 
表达 的 基因 。 微 卫星 是 由 PCR 产生 的 一 种 STS, 
PCR 引物 对 位 于 2 一 4nt 申 联 重复 序列 的 两 侧 。 

当 STS 和 其 他 标记 相隔 甚 远 以 至 于 不 在 同一 个 
BAC 上 时 可 用 辐射 杂种 作 图 。 在 辐射 杂种 作 图 法 
中 ， 人 细胞 受 辐射 而 致 染色 体 断 型， 这 些 逐 渐 死亡 
的 人 类 细胞 与 仓鼠 细胞 融合 。 每 个 融合 细胞 含有 一 
组 不 同 的 人 类 染色 体 片段 。 两 个 标记 挨 得 越 近 ， 它 
们 越 容易 在 同一 杂种 细胞 中 被 发 现 。 

大 规模 的 测序 工程 可 以 有 两 种 形式 ， 一 种 是 先 
作 图 再 测序 (逐步 克隆 测序 ); 另 一 种 是 岛 枪 法 。 实 
KL, 这些 方法 的 结合 已 经 用 于 人 类 基因 组 测序 。 
逐步 克隆 测序 要 求 先 得 到 包括 STS 的 物理 图 谱 ， 然 
后 对 重 登 克隆 群 (多 个 BAC) 测序 ， 通 过 这 些 重生 
序列 可 以 将 所 有 序列 拼凑 起 来 。 鸟 枪法 要 求 构建 一 
个 含有 不 同 大 小 插 人 片段 的 克隆 文库 ， 然 后 随机 测 
定 这 些 插 入 片段 的 序列 ， 这 种 方法 必须 依赖 于 计算 
机 程序 去 发 现 序列 之 间 的 重 侠 区 ， 然 后 把 它们 拼接 
在 一 起 。 

对 人 类 22 号 染色 体 长 臂 的 序列 测定 揭示 出 下 列 
内 容 。 

1. 已 有 的 方法 尚 不 能 填补 空缺 。 


2. 679 个 基因 被 注释 。 

3. 大 部 分 ( 约 97%) 的 染色 体 由 非 编码 DNA 
组 成 。 

4.40% 的 染色 体 是 零散 分 布 的 重复 序列 ， 如 
Alu 序 列 和 LINES。 

5. 染色 体 上 不 同 区 域 重组 率 变化 很 大 ， 低 重组 
率 的 长 区 域 被 高 重组 率 的 短 区 域 所 间断 。 

6, 包含 一 些 局 部 和 长 距离 间隔 重复 序列 。 

7. 较 大 区 域 中 基因 间 连 锁 的 区 段 在 小 鼠 的 7 个 
不 同 染 色 体 中 都 能 找到 相应 的 同 源 区 。 

人 类 染色 体 21q9 和 21p 的 一 小 部 分 已 经 被 测序 ， 
留 下 了 相对 较 少 且 较 短 的 间隙。 这 些 序列 揭示 该 染 
色 体 基因 较 少 ， 仅 约 225 个 ， 另 有 59 个 假 基因 。 小 
也 10 号 染色 体 和 人 21 号 染色 体 共 有 的 24 已 知 基因 
以 相同 的 顺序 出 现在 两 个 染色 体 中 。 

人 类 X 染色 体 151Mb 序列 ( 常 染色 质 的 
99.3%) 揭示 了 1098 个 蛋白 质 编码 基因 (包括 168 
个 与 性 连锁 表 型 相关 的 基因 ) 和 173 个 非 编码 RNA 
的 基因 。X 染色 体 富 含 LINE1 元 件 ， 其 在 女性 X 染 
色 体 失 活 机 制 中 可 能 扮演 了 驿站 的 角色 。 人 类 X 染 
色 体 序列 和 鸡 基因 组 序列 之 间 的 比较 结果 证 实 了 XX 
染色 体 以 及 Y 染色 体 ) 源 于 一 对 常 染色 体 。3 种 
哺乳 动物 X 染色 体 序列 的 比 对 证 明 这 些 染色 体 保持 
着 高 度 保守 的 同 线性 〈synteny)， 可 能 反映 了 进化 
压力 稳定 地 保持 了 这 些 基因 在 X 染色 体 上 的 顺序 。 

人 类 基因 组 草图 已 由 两 个 独立 的 研究 组 报道 ， 
结果 显示 人 类 基因 组 可 能 比 预计 含有 更 少 的 基因 。 
基因 组 的 一 半 来 自 于 转 座 子 的 作用 ， 转 座 子 自身 为 
基因 组 贡献 了 许多 基因 。 除 此 之 外 ， 细 菌 似乎 也 贡 
献 了 不 少 基因 。 已 完成 的 人 类 基因 组 草图 比 工作 草 
图 更 加 完善 和 准确 ， 但 它 仍然 存在 一 些 缺 口 。 基 于 
最 终 的 草图 ， 遗 传 学 家 估计 基因 组 包含 20 000 一 
25 000 个 基因 。 最 终 的 草图 也 在 人 类 进化 过 程 中 基 
因 的 生死 方面 提供 了 有 价值 的 信息 。 

比较 人 类 和 其 他 疹 椎 动物 的 基因 组 ,发 现 了 很 
多 相似 和 不 同 之 处 。 这 些 比较 还 有 助 于 鉴定 一 些 人 
类 基因 ， 而 且 也 将 有 助 于 找 出 人 类 遗传 病 的 致 病 基 
因 。 我 们 还 可 以 利用 亲缘 关系 相近 的 物种 ， 如 通过 
研究 小 鼠 基因 的 表达 规律 ， 来 预测 人 类 相应 基因 的 
表达 规律 。 小 鼠 和 人 类 染色 体 的 详细 比较 表明 ， 这 
两 个 物种 之 间 有 很 高 的 相似 性 。 

通过 每 次 突变 一 个 基因 来 研究 哪些 基因 是 生命 
必需 的 ， 并 由 此 定义 简单 生物 体 的 必需 基因 组 是 可 
能 的 。 原 则 上 讲 ， 此 方法 定义 最 小 基因 组 一 一 生命 
所 必需 的 最 小 组 基因 也 是 可 能 的 。 有 可 能 最 小 基因 
组 大 于 必需 基因 组 。 理 论 上 讲 ， 将 最 小 基因 组 转 到 
缺失 自身 基因 的 细胞 中 并 创造 新 的 生命 形式 也 是 可 


能 的 ， 这 种 新 的 生命 形式 可 以 在 实验 条 件 下 存活 和 
繁殖 。 添 加 选择 性 基因 后 ， 这 种 被 改造 后 的 生命 形 
式 可 以 行使 多 种 有 用 的 功能 。 

通过 建立 条 形 码 来 识别 地 球 上 所 有 生物 体 的 行 
动 已 经 开始 ， 第 一 个 “生命 条 形 码 ”将 由 每 个 生物 
体 都 存在 的 线粒体 COL 基因 中 一 段 648bp 的 序列 组 
成 ， 此 序列 足以 特异 性 地 鉴定 出 几乎 所 有 的 动物 。 
另 一 个 序列 ,或 称 条 形 码 ， 是 为 植物 而 设计 ， 也 许 
最 终 可 以 延伸 到 微生物 。 

功能 基因 组 学 是 对 大 批量 基因 表达 的 研究 。 该 
领域 的 一 个 分 支 是 转录 组 学 ， 即 转录 组 的 研究 ， 转 
录 组 是 一 个 生物 体 在 任 一 给 定时 间 产 生 的 所 有 转录 
物 。 转 录 组 学 研究 的 方法 之 一 是 创建 DNA 微 阵列 
或 微 芯 片 ， 其 上 分 别 载 有 成 千 上 万 的 CDNA RER 
核 苷 酸 ， 然 后 与 标记 的 RNA 或 相应 的 cDNA 杂交 。 
每 一 个 点 杂交 后 的 荧光 信号 强度 揭示 出 对 应 基因 的 
表达 水 平 。 这 种 分 析 可 以 一 次 性 分 析 许多 基因 的 时 
空 表达 。 

SAGE (基因 表达 的 系列 分 析 ) 能 够 测定 组 织 
中 哪些 基因 得 以 表达 以 及 这 些 基因 的 表达 程度 。 特 
定 基因 的 短 标签 产生 于 cDNA 并 通过 接头 连接 在 一 
起 。 对 连接 的 标签 进行 测序 即 可 确定 哪些 基因 得 以 
表达 及 其 表达 量 。 

高 密度 全 染色 体 转录 制图 研究 证 明 ， 细 胞 质 
poly (A) RNA 的 大 部 分 序列 源 于 10 条 人 类 染色 
体 非 外 显 子 区 。 而 且 这 10 条 染色 体 的 近 一 半 转 录 产 
物 是 poly (A) 转录 物 。 总 的 来 说 ， 这 些 结果 表明 
10 条 染色 体 在 细胞 质 和 细胞 核 内 的 大 部 分 稳定 的 转 
录 物 源 于 外 显 子 以 外 的 区 域 。 这 可 能 有 助 于 解释 物 
种 间 的 巨大 差异 ， 如 人 和 黑猩猩 的 外 显 子 几乎 是 相 
同 的 。 

通过 创建 突变 体 可 进行 基因 组 功能 分 析 ， 即 利 
用 抗生素 基因 一 次 替换 一 个 基因 ， 并 在 一 侧 连接 一 
BERRA ADFT RIESE. R 
将 这 些 突变 体 混合 培养 在 各 种 不 同 的 条 件 下 以 观察 
各 种 突变 体 消失 的 速度 。 利 用 RNAi 失 活 基因 也 可 
进行 基因 组 功能 分 析 。 

通过 检测 被 外 源 性 miRNA 消减 的 mRNA 谱 并 
将 其 与 各 种 组 织 中 在 mRNA 水 平 上 的 基因 表达 谱 比 
较 ， 可 以 开展 组 织 特异 性 表达 分 析 的 研究 。 假 如 一 
miRNA 引起 该 miRNA 表达 细胞 中 天 然 表达 较 低 的 
mRNA 的 表达 降低 ， 则 提示 这 些 miRNA 至 少 部 分 
地 导致 这 些 mRNA 的 天 然 低 表达 ， 这 类 分 析 暗 示 
miR-124 破坏 了 脑 组 织 中 一 些 mRNA 的 稳定 性 ， 而 
miR-1 破坏 了 肌肉 组 织 中 一 些 mRNA 的 稳定 性 。 

染色 质 免疫 沉淀 后 的 DNA 微 阵列 分 析 能 够 鉴 
定 激活 因子 和 其 他 蛋白 质 的 DNA 结合 位 点 。 对 基 
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因 组 较 小 的 生物 体 〈 如 酵母 ) TH, AAT 
括 了 所 有 基因 间 的 区 域 。 但 对 大 基因 组 而 言 (如 人 
类 基因 组 ) 这 无 法 实施 。CpG 岛 可 用 于 缩小 微 阵列 
分 析 的 范围 ， 因 为 它 与 基因 的 调控 区 域 相 关 。 如 果 
一 个 激活 因子 的 活性 作用 时 间 和 条 件 已 经 知道 ， 则 
在 这 些 时 间或 条 件 下 处 于 激活 状态 的 基因 的 调控 区 
也 可 用 于 此 目的 。 

小 鼠 可 以 作为 人 类 大 规模 基因 表达 研究 的 替代 
品 ， 因 为 就 伦理 而 言 ， 不 可 能 用 人 做 这 方面 的 研究 。 
例如 ， 科 学 家 已 经 研究 了 小 鼠 几 乎 所 有 的 和 人 21 号 
染色 体 上 同 源 的 基因 的 表达 ， 并 且 追 踪 了 这 些 基因 
在 胚胎 发 育 不 同 阶段 的 表达 ， 并 且 已 经 列 出 了 表达 
这 些 基因 的 胚胎 组 织 名 录 。 

单 核 苷 酸 多 态 性 能 够 引起 许多 由 单 基因 甚至 多 
基因 控制 的 遗传 疾病 。 它 们 也 能 用 来 预测 人 对 药物 
的 反应 。 含 一 百 多 万 个 SNP 的 单 倍 体型 图 谱 使 我 们 
很 容易 从 没有 影响 的 SNP 中 挑选 出 重要 的 SNP, 结 
构 变 异 〈 缺 失 、 插 入 、 倒 位 和 完整 的 大 段 DNA 的 
重 排 ) 也 是 人 类 基因 组 变异 的 很 重要 的 来 源 。 理 论 
上 一 些 结构 变异 可 能 会 使 某 些 人 更 易 患 病 ， 有 些 规 
则 是 良性 的 ， 而 有 一 些 却 是 有 益 的 。 

一 个 生物 的 所 有 和 蛋白质 产物 的 总 和 称 为 蛋白 质 
组 ， 研 究 这 些 蛋白 质 或 其 中 很 小 的 一 部 分 即 为 蛋白 
质 组 学 。 当 前 的 蛋白 质 组 学 研究 首先 要 求 分 离 蛋白 
质 ， 有 时 是 大 规模 的 分 离 。 对 大 量 蛋 白质 进行 同时 
分 离 的 最 好 工具 是 双向 电泳 2-D)。 蛋 白质 分 离 之 
后 必须 鉴定 ， 最 好 的 方法 是 用 蛋白 酶 切割 成 肽 段 ， 
再 用 质谱 分 析 鉴 定 这 些 肽 段 。 有 朝 一 日 ， 带 有 抗体 
的 蛋白 质 微 芯 片 可 能 会 取代 分 离 法 而 分 析 复杂 的 蛋 
白质 混合 物 。 

很 多 蛋白 质 通过 与 其 他 蛋白 质 互 作 而 表现 其 功 
能 。 检 测 蛋白 质 -蛋白 质 互 作 的 技术 有 多 种 。 传 统 的 
方法 是 酵母 双 杂 交 分 析 法 ， 目 前 还 有 其 他 几 种 方法 
也 已 应 用 。 包 括 蛋白 质 微 阵 列 分 析 、 免 疫 亲 和 层 析 - 
质谱 法 ， 还 有 如 噬菌体 展示 技术 与 计算 机 结合 的 方 
法 。 这 些 分 析 最 有 用 的 成 果 之 一 是 发 现 新 蛋白 质 的 
功能 。 

生物 信息 学 的 任务 是 建立 和 使 用 生物 学 数据 库 ， 
其 中 最 复杂 的 包括 基因 组 的 DNA 序列 。 生物 信 息 
学 对 于 从 庞大 的 生物 学 数据 中 挖 所 有 关 基因 结构 和 
表达 的 有 用 知识 而 言 是 必需 的 。 

利用 计算 机 生物 技术 ，Lander 和 Kellis 在 包括 
人 类 在 内 的 4 种 哺乳 动物 的 启动 子 区 和 3 -UTR 中 
发 现 了 高 度 保守 基 序 。 在 启动 子 区 的 基 序 可 能 代表 
转录 因子 的 结合 位 点 。 许 多 3-UTR 内 的 基 序 可 能 
代表 miRNA 结合 位 点 。 

NCBI 包 含 了 一 个 巨大 的 生物 信息 库 ， 包 括 基 
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因 组 和 蛋白 质 组 数据 。 可 以 以 某 段 序列 为 出 发 点 ， 
发 现 该 序列 所 属 的 基因 ， 并 将 其 与 相似 的 基因 比较 ; 
也 可 以 以 某 个 想 研究 的 话题 为 出 发 点 ， 搜 索 数据 库 
得 到 相关 的 信息 ; 还 可 以 查阅 一 个 蛋白 质 ， 通 过 在 
屏幕 上 的 旋转 观察 其 三 维 结构 。 

复习 题 

1. 何谓 CpG 岛 ? 为 什么 人 类 基因 组 的 CpG 序 
列 趋 于 消失 ? 

2. 哪 类 基因 突变 会 引起 亨廷顿 症 (HD)? 能 证 
明 HD 基因 确实 为 享 廷 顿 症 的 证 据 是 什么 ? 

3. 请 用 一 个 假说 来 解释 亨廷顿 症 中 一 段 延伸 的 
REAM (extended polyglutamine tract) 的 神 
经 毒 效应 。 给 出 证 据 支持 你 的 假说 。 

4. 何谓 可 读 框 (ORF)? 写 出 一 段 含 有 短 的 
ORF 的 DNA 序列 。 

5. YAC 载体 中 的 必要 元 件 有 哪些 ? 

6. BAC 载体 是 以 哪 种 质粒 为 基础 的 ? 它们 的 必 
要 元 件 有 哪些 ? 

7. 描述 在 基因 组 中 寻找 STS 的 步骤 。 

8. 病 述 微 卫 星 和 小 卫星 。 在 绘制 连锁 图 中 ， 为 
何 微 卫 星 法 优 于 小 卫星 法 ? 

9. 在 一 组 BAC 克隆 中 怎样 利用 STS 构建 一 个 
MÆR (contig)? 绘图 说 明 〈 与 书 中 例题 不 同 ) 。 

10, 描述 辐射 杂种 法 在 STS 定位 中 的 应 用 。 

11. 表达 序列 标签 CEST) 与 普通 的 STS 有 何 
不 同 ? 

12. 比较 和 对 照 逐 步 克隆 法 与 鸟 枪法 对 较 大 基 
因 组 进行 的 测序 。 

13. 从 人 类 22 号 染色 体 的 序列 中 我 们 可 以 得 出 
哪些 主要 结论 ? 

14. 从 人 类 21 号 染色 体 的 序列 中 我 们 可 以 得 出 
哪些 主要 结论 ? 

15. 东方 红 鳍 钝 的 基因 组 是 人 类 基因 组 大 小 的 
1/9， 但 包括 的 基因 数量 却 差 不 多 ， 怎 么 解释 这 种 
现象 ? 

16. 在 人 类 基因 组 和 小 鼠 基 因 组 中 的 “ 同 线性 
区 域 ”(syntenic region) 指 什么 ? 

17. 生物 的 “必需 基因 灸 ”与 “最 小 基因 组 ” 
有 何不 同 ? 

18. 请 比较 “结构 基因 组 学 ”和 “功能 基因 组 学 ”。 

19. 请 阐述 制备 DNA aS CHER I) 
的 过 程 。 

20. 设计 一 个 实验 ， 用 DNA 微 阵列 检测 病毒 感 
染 细 胞 后 两 个 不 同时 期 的 基因 转录 物 。 给 出 实验 
结果 。 

21. 描述 如 何 用 SAGE 实验 检测 某 种 瘤 细 胞 的 


转录 情况 。 解 释 双 标签 如 何 形成 ， 并 以 你 获得 的 实 
际 序列 来 说 明 。 

22. 何谓 SNP? 为 何 大 部 分 SNP 不 重要 ? 某 些 
SNP 怎样 才 是 有 用 的 ? 它们 是 怎样 被 滥用 的 ? 

23. 请 对 比 转录 基因 组 学 和 蛋白 质 组 学 在 所 使 
用 技术 和 获得 信息 方面 的 异同 。 

24. 描述 利用 生物 信息 学 方法 鉴定 人 类 调控 
基 序 。 


分 析 题 


1. 以 下 所 列 DNA 片段 能 否 用 外 显 子 捕获 法 检 
测 ? 请 给 出 原因 。 

a ASF: 

b. 外 显 子 的 一 部 分 ; 

o 两 端 都 有 一 部 分 内 含 子 的 一 个 外 显 子 ; 

d 仅 在 一 端 有 一 部 分 内 含 子 的 一 个 外 显 子 。 

2. 请 按 顺序 列 出 制备 含有 二 核 苷 酸 AT 和 AC 
的 寡 聚 核 苷 酸 阵列 的 步骤。 可 忽略 除 这 两 个 点 之 外 
的 所 有 点 。 

3. 下 图 是 一 张 由 RFLP 分 析 而 绘 出 的 一 段 序列 
范围 的 物理 图 谱 。 


探 针 范围 
| | 
1 2kb © 3kb @1tb 4 


下 面 标 有 号 码 的 垂 线 代表 Sma I 限制 酶 位 点 。 
带 圈 的 位 点 2 和 3 具有 多 态 性 ， 其 他 位 点 不 具 多 态 
性 。 酶 切 位 点 的 间距 已 给 出 。 用 Sma 1 对 DNA 片段 
进行 酶 切 、 电 沪 、 转 膜 再 与 标记 的 探 针 图 的 顶部 
示意 了 探 针 的 范围 ) 杂交 。 如 果 以 下 列 单 倍 体型 所 
形成 的 纯 合 子 为 例 ， 请 给 出 针对 位 点 2 和 3 所 能 检 
测 到 的 条 带 大 小 。 


单 们 体型 位 点 2 位 点 3 
A 存在 存在 
B 存在 不 存在 
C 不 存在 存在 
D 不 存在 不 存在 


4. 你 正在 对 一 个 导致 人 类 遗传 病 的 基因 作 图 。 
发 现 这 个 基因 与 一 个 用 X-21 探 针 检测 到 的 RFLP 连 
锁 。 将 标记 的 X-21 序列 与 一 系列 鼠 - 人 杂交 细胞 的 
DNA 杂交 。 下 表 所 示 的 是 存在 于 每 个 杂交 细胞 系 的 
人 类 染色 体 组 ， 以 及 探 针 与 其 杂交 情况 。 请 问 人 的 


哪个 染色 体 携带 致 病 基因 ? 
细胞 系 包含 的 人 类 染色 体 PRET ARSE 

A 1, 5, 21 = 
B 67 + 
€ 1, 22, Y 

D 4, 5, 18, 21 + 
E 8, 21, Y - 
F 2, 5, 6 + 


5. 请 用 BLAST 搜索 以 下 序列 〈 此 序列 以 10 个 
核 苷 酸 为 一 组 分 开 ) 的 前 20 SBF AR: ttaagtgaaa 
taaagaagtga atgaaaaaat aatatcctta。 你 鉴定 出 是 什么 
基因 ? 最 优 E 值 是 多 少 ? 然后 再 用 所 有 40 个 核 苷 酸 
试 试 。 这 次 你 仍然 得 到 同样 的 基因 吗 ? 这 次 最 优 已 
值 是 多 少 ? 为 何 这 次 E MARE? 这 个 基因 定位 在 
哪 条 染色 体 ? 此 基因 与 男性 前 列 腺 瘤 有 没有 关系 ? 
如 果 有 ， 是 什么 关系 ? 


翻译 Lie RE 马 纪 
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分 子 生物 学 专业 词汇 表 


A 


AAUAAA: HS RAR TRIKE SORER, H 
示 在 其 下 游 约 20nt 处 发 生 剪 切 和 多 聚 腺 苷 酸化 。 

A site (ribosomal): A 位 点 (核糖 体 上 )。 核 糖 体 上 
新 的 氨 酰 -tRNA 的 结合 位 点 (第 一 个 氨 酰 -tRNA 
除外 )。 

A site (RNA polymerase); A 位 点 (RNA 聚合 酶 
上 )。 在 磷酸 二 酯 键 形成 过 程 中 引入 核 华 酸 的 占据 
位 点 。 

abortive transcript: 中 的 转录 物 。 在 启动 子 清除 之 
前 ， 原 核 生 物 启动 子 中 合成 的 很 短 〈 约 6 METE 
MEK) 的 转录 产物 。 

Ac: 一 种 玉米 转 座 子 〈“ 激 活 因子 ")， 它 提供 必需 的 
转 座 酶 激活 非 自主 性 转 座 子 Ds 发 生 转 座 

acceptor stem; #3830 tRNA 分 子 的 5 "Yat 
基 配 对 形成 二 级 结构 的 一 部 分 。 由 3' 端 通过 负载 
“接受 ”一 个 氨基 酸 而 得 名 。 

acidic domain: 酸性 结构 域 。 富 含 酸性 氨基 酸 的 转录 
激活 结构 域 。 

aconitase: 顺 乌 头 酸 酶 。 此 酶 的 脱 辅 基 蛋 白 〈 铁 离 
子 缺 乏 时 )》 与 mRNA 上 已 结合 的 铁 离 子 响应 元 件 
发 生 互 作 ， 调 控 其 翻译 或 降解 。 

activation region I (ARI); 激活 区 1 (简称 ARI). 
CAP 的 一 个 区 域 ， 被 认为 与 E. coli RNA RABE 
的 a IE SER MACS (CTD) 相 结合 。 

activation region H (AR I): 激活 区 U (简称 
ARI). CAP 的 一 个 区 域 ， 被 认为 与 E.coli RNA 
聚合 酶 的 a 亚 基 氨 基 林 端 域 (NTD) 相 结合 。 

activation site: 活化 位 点 。 氨 酰 -tRNA 合成 酶 上 的 
一 个 位 点 ， 使 氨基 酸 活化 形成 氨 酰 腺 苷 酸 。 

activator: 激活 因子 。 与 增强 子 (或 激活 因子 结合 
区 ) 结合 的 蛋白 质 并 激活 附近 启动 子 的 转录 。 在 
真 核 生物 中 ， 它 激发 转录 前 起 始 复合 体 的 形成 。 

activator interference: 激活 因子 干扰 。 
hing. 

activator-binding site: 激活 因子 结合 位 点 。 原 核 生 物 
转录 激活 因子 结合 的 DNA 位 点 (如 在 一 种 可 被 
代谢 产物 抑制 的 操纵 子 中 的 CAP-cAMP 结合 位 
点 )。 

ADAR: 见 adenosine deaminase acting on RNA. 

adenine DNA glycosylase: BRIRM DNA 糖 基 化 栈 。 细 
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见 squele- 


菌 中 称 为 MutY， 人 类 中 为 hMYH。 它 能 移 除 与 
oxoG 错 配 的 A。 

adenosine deaminase acting on RNA (ADAR); 作用 
于 RNA 的 腺 苷 脱 氨 酶 。 一 种 RNA 编辑 酶 ， 它 使 
RNA 中 的 某 些 腺 苷 脱 氨 基 后 转变 成 次 黄 味 只 
BE. 

A-DNA: 在 相对 湿度 较 低 时 发 现 的 一 种 DNA 形式 ， 
每 圈 螺 旋 含有 11 个 碱 基 对 。RNA-DNA 的 杂 合 链 
在 溶液 中 呈现 此 种 形式 。 

affinity chromatography: 亲 和 层 析 。 基 于 待 纯化 分 
子 与 固定 在 树脂 上 的 诱饵 分 子 之 间 的 亲 合 性 来 纯 
化 分 子 的 层 析 方法 。 诱 饵 分 子 可 以 是 抗体 、 酶 底 
物 ， 或 其 他 任何 与 待 纯 化 分 子 有 已 知 的 特定 的 亲 
和 性 。 

affinity labeling: 亲 和 标 记 。 通 过 共 价 结合 方式 ， 利 
用 与 某 种 物质 具有 特异 亲 合 性 的 反应 活性 物 来 标 
记 这 种 物质 〈 如 通过 连接 一 个 与 某 种 酶 共 价 结合 
的 底 物 类 似 物 来 标记 这 种 酶 的 活性 位 点 )。 

A1492 and A1493: A1492 和 A1493, 16S rRNA 中 
的 两 个 高 度 保守 的 碱 基 。 通 过 插 人 到 密码 子 与 反 
密码 子 配 对 后 形成 的 小 沟 里 ， 使 两 者 间 的 作用 趋 
于 稳定 ， 因 而 在 密码 子 - 反 密码 子 的 相互 识别 中 起 
关键 作用 。 

Ago1: Ji, Argonautel, 

Ago2: 见 Argonaute2, 

alarmone: 预警 子 。 有 机 体 在 逆境 响应 过 程 中 产生 
的 物质 ;启动 道 境 应 答 反应 。 

alkylation: 烷 基 化 。 将 含 碳 基 团 添加 到 其 他 分 子 上 
的 过 程 。 碱 基 烷 其 化 会 产生 DNA 损伤 ， 进 而 可 
能 导致 突变 。 

allele-specific RNAi; 等 位 基因 特异 的 RNA 干扰 。 导 
人 一 个 经 过 修改 的 基因 拷贝 ， 其 mRNA 不 会 被 针 
对 该 基因 内 源 拷贝 的 RNAi 所 破坏 ， 从 而 可 以 对 
该 修改 的 基因 进行 遗传 操作 ， 检 测 在 内 源 基 因 不 
表达 的 背景 下 的 遗传 效应 。 

allolactose: 异 乳 糖 。 一 种 重 排 的 以 P1，6- 糖 苷 键 连 
接 的 乳糖 形式 ， 和 乳糖 操 纵 子 的 诱导 物 。 

allosteric protein: 变 构 蛋 白 。 内 部 一 个 位 点 上 结合 

-个 分 子 后 改变 与 之 相距 较 远 的 位 点 的 构象 ， 从 
而 改变 了 该 位 点 与 第 二 个 分 子 间 互 作 的 一 类 蛋 
白质 。 

alternative splicing: 选择 性 剪接 。 以 两 种 或 更 多 的 


方式 剪接 相同 的 前 体 RNA， 产 生 两 种 或 多 种 不 同 
的 mRNA， 进 而 生成 两 种 或 更 多 种 不 同 的 蛋白 质 
产物 。 

Alu element; Alu 元 件 。 人 类 的 一 种 非 自主 性 反 轨 录 
转 座 子 ， 其 中 含 能 够 被 限制 性 内 切 核酸 酶 Alu I 所 
识别 的 AGCT， 在 人 类 基因 组 中 约 有 一 百 多 万 个 
拷贝 。 

amber codon; 琥珀 密码 子 。UAG， 编 码 终止 信号 。 

amber mutation: 琥珀 突变 。 见 nonsense mutation。 

amber suppressor: 琥珀 抑制 子 。 具 有 能 够 识别 青 珀 
密码 子 (UAG) 的 反 密码 子 的 URNA, fed HR 
珀 突变 。 

amino acid: 氨基 酸 。 蛋 白质 的 组 成 单元 。 

aminoacyHAMP: 氨 酰 -AMP。 氨 基 酸 通过 高 能 酸 本 
键 与 AMP 的 磷酸 基 团 相连 接 而 被 活化 的 一 种 结 
构 。 它 是 在 tRNA 负载 的 第 一 步 中 由 氨 酰 TRNA 
合成 酶 完成 。 

aminoacytRNA: 人 氨 酰 -tRNA。 通 过 酯 化 作用 将 自身 
3' 端 郑 基 与 其 特定 负载 的 氨基 酸 连接 在 一 起 的 一 
种 tRNA, 

aminoacyHRNA synthetase; 氨 酰 -tRNA 合成 酶 。 将 
tRNA 与 其 特定 负载 的 氨基 酸 连 接 在 一 起 的 酶 。 

a class 1; [类 。 在 tRNA 的 2 -OH 端 负 载 氨 基 酸 

的 一 种 氨 酰 -tRNA 合成 酶 。 

b. class I: I3, ZE tRNA 的 3'-OH 端 负 载 氨基 

酸 的 一 种 氨 酰 -tRNA 合成 酶 。 

amino tautomer; 氨基 互 变异 构 体 。 在 核酸 中 发 现 的 
腺 叶 叭 或 胞 略 啶 的 正常 的 互 变异 构 体 。 

amino terminus; 氨基 末 端 。 一 条 多 肽 链 中 含有 游离 
氨基 基 团 的 一 端 。 蛋 白质 合成 的 起 始 端 。 

amplification: 扩 增 。 在 一 个 单 倍 体 基因 组 中 ， 通 过 
选择 性 复制 使 某 个 基因 产生 比 正常 单 拷贝 更 多 的 
拷贝 数 。 

anabolic metabolism: 合成 代谢 。 由 相对 简单 的 前 体 
物 生成 某 种 物质 的 过 程 ， 如 色 氨 酸 操纵 子 编码 合 
成 色 氨 酸 的 代谢 酶 。 

annealing of DNA: DNA 退火 。 变 性 分 离 的 两 条 
DNA 单 链 重新 结合 在 一 起 ， 再 次 形成 双 链 螺旋 的 
过 程 。 

annotated gene: 被 注释 的 基因 。 来 自 于 基因 组 测序 
计划 且 至 少 部 分 已 被 鉴定 的 基因 或 基因 类 似 序列 。 

antibody: 抗体 。 能 够 特异 识别 和 结合 一 种 物质 G 
常 为 另 一 种 蛋白 质 ) 的 蛋白 质 。 它 帮助 机 体 免疫 
系统 识别 外 来 人 侵 物质 并 激发 免疫 系统 产生 对 入 
侵 物 进行 攻击 的 能 力 。 

anticodon: 反 密码 子 。tRNA 上 与 某 个 特定 密码 子 
互补 配对 的 3 碱 基 序 列 。 


anticodon loop: 反 密 码 子 环 。 通 常 位 于 tRNA 分 子 
底部 含有 反 密码 子 的 一 个 环 状 结构 。 

antigen: 抗原 。 能 被 一 种 抗体 识别 和 结合 的 物质 。 

antiparallel: 反 向 平行 。 存 在 于 一 条 DNA 双 螺 旋 中 
的 两 条 单 链 的 相对 极 性 ， 如果 从 顶部 到 底部 ， 一 
条 链 的 方向 是 从 5' 一 3'， 那 么 另 一 条 链 的 方向 则 
是 从 3' 一 5 。 相 同 的 反 向 平行 关系 适用 于 任何 双 
BERTRAM, ti RNA 中 
的 密码 子 - 反 密码 子 配对 。 

antirepression: 抗 阻 遇 。 通 过 组 蛋白 或 其 他 转录 抑 
制 因子 来 消除 阻 过 过 程 。 抗 阻 过 是 一 个 典型 激活 
因子 功能 的 一 部 分 。 

antisense RNA: 反 义 RNA。 与 mRNA 互补 的 RNA。 

antiserum: 抗 血 清 。 含 有 一 种 抗体 或 针对 一 类 特定 
物质 产生 抗体 的 血清 。 

antiterminator: 抗 终止 子 。 例 如 ，XN 和 Q 蛋白， 一 
种 能 使 转录 过 程 通读 终止 子 而 继续 进行 的 蛋白 质 。 

AP-1: 由 1 分子 的 Fos 和 1 分 子 的 Jun 组 成 的 一 种 
转录 激活 因子 JunJun 的 同 源 二 聚 体 也 有 APL 
的 活性 )。 介 导 了 对 促进 有 丝 分 裂 的 佛 波 酯 的 
响应 。 

AP endonuclease: AP 内 切 核酸 酶 。 能 在 AP 位 点 的 
5 端 切断 一 条 DNA 链 的 酶 。 

APEI (AP endonucleasel); APEI (AP 内 切 核酸 酶 
])。 存 在 于 哺乳 动物 细胞 中 一 种 酶 类 ， 它 能 利用 
其 3 一 5 内 切 核酸 酶 的 活性 ， 校 正 由 BDNA RA 
酶 在 碱 基 切 补 修复 过 程 中 造成 的 错误 。 

AP site: AP 位 点 。 在 DNA 链 中 发 生 脱 顺 叭 或 脱 喀 
啶 的 位 点 。 

aporepressor: 脱 辅 基 阻 过 蛋白 。 在 辅 阻 过 物 不 存在 
时 的 无 活性 阻 巡 蛋 白 。 

aptamer; 适 配 体 。 具 有 能 与 男 一 种 分 子 特异 结合 ， 
行使 核 酶 催化 及 其 他 活性 功能 的 核酸 或 核酸 区 段 
《通常 为 RNA) 。 

apurinic site (AP site); FMM (AP 位 点 )。 
DNA GER ABRIR £9 BE ALO 

apyrimidinic site (AP site): JE 08 RE iti A (AP 位 
点 )。DNA 链 中 失去 了 喀 啶 碱 基 的 脱氧 核糖 。 

AraC: AraC。 阿 拉 伯 糖 操纵 子 的 负 调 节 物 。 

Archaea; 古 菌 。 在 生物 化 学 和 分 子 生物 学 特征 上 与 
真 核 生物 和 细菌 都 相似 的 一 类 原核 生物 。 典 型 的 
古 菌 生活 在 极端 热 或 者 高 盐 环 境 中 。 某 些 古 菌 是 
能 产生 甲烷 的 严格 的 厌 氧 生物 。 

architectural transcription factor; 结构 转录 因子 。 自 
身 不 能 激活 转录 但 帮助 DNA 弯曲 ， 使 其 他 激活 
因子 结合 促进 转录 的 一 类 和 蛋白质 。 

ARE: 见 AU-rich element。 
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Argonautel (Agol): RITS 复合 体 中 与 siRNA 结合 
的 一 种 Argonaute 蛋白 。 

Argonaute2 (Ago2) : 哺乳 动物 中 与 复合 体 RISC ( 切 
MAP) 活性 有 关 的 Argonaute 蛋白 。 

Armitage: 可 能 为 RLC 中 的 组 分 。 已 知 它 在 RLC 向 
RISC 转换 过 程 中 起 作用 。 

arrest (of transcription): 停滞 (转录 )。RNA 聚合 
酶 由 于 转录 产物 末端 伸 出 酶 外 而 发 生 的 永久 性 暂 
停 状态 。 只 有 当 伸 出 的 RNA 末端 被 移 除 后 才能 
重新 恢复 转录 。 

Artemis: 一 种 能 够 解 开 在 V (D) J 重组 过 程 中 由 
Rag-1 和 Rag-2 造成 的 DNA 发 夹 结构 的 酶 。 

assembly factor; 组 装 因子 。 在 转录 前 起 始 复合 体形 
成 初期 与 DNA 结合 的 一 种 转录 因子 ， 帮 助 其 他 
转录 因子 组 装 到 复合 体 上 。 

assembly map: 组 装 图 。 体 外 核糖 体 蜂 粒 进行 自我 组 
装 过 程 中 显示 核糖 体 蛋 白 添加 次 序 的 一 种 示意 图 。 

asymmetrical transcription: 非 对 称 转录 。 只 转录 多 
聚 核 背 酸 双 链 分 子 指定 区 域 中 的 一 -条 链 。 

ATPase; ATP 酶 。 一 种 水 解 ATP 且 释 放 能 量 用 于 
其 他 细胞 活动 的 酶 。 

attachment site; 附着 位 点 。 见 att site, 

attB: 大 肠 杆菌 E. coli 基因 组 上 的 att 位 点 。 

attenuation: 衰减 。 一 种 涉及 转录 提前 终止 的 调控 
机 制 。 

attenuator; 衰减 子 。 存 在 一 个 或 多 个 结构 基因 上 
游 ， 并 且 发 生 转 录 提 前 终止 《衰减 作用 ) 的 DNA 
区 域 。 

attP: 入 噬菌体 基因 组 上 的 ace 位 点 。 

att site; att fimo TEM ER Ale = DNA 上 发 生 重 
组 的 位 点 ， 此 位 点 允许 噬菌体 DNA 作为 一 个 原 
喉 菌 体 整 合 到 宿主 基因 组 中 。 

AU-rich element (ARE): AU- 富 集 元 件 (ARE)。 位 
于 mRNA 3 端 非 翻译 区 ， 并 且 成 为 能 使 mRNA 
稳定 性 降低 的 miRNA 的 目标 序列 。 

autonomously replicating sequence 1 (ARS 1); 自主 
复制 序列 1。 酵 母 的 复制 起 始 位 点 。 

autoradiography: 放射 性 自 显影 。 使 放射 性 样品 对 照 
相 感光 乳剂 上 曝光， 因而 “自我 照相 ”的 技术 。 

autoregulation; 自主 调节 。 基 因 通 过 自身 产物 进行 
的 调控 。 

B 


BAC: 细菌 人 工 染色 体 。 见 bacterial artifical chro- 
mosome, 

BAC walking; 细菌 人 工 染 色 体 步 移 。 对 一 个 与 起 始 
BAC 重 登 最 少 的 BAC 进行 测序 ， 然 后 对 与 第 二 
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个 BAC 重要 最 少 的 BAC 进行 测序 ， 如 此 不 断 重 
复 ， 直到 一 个 重生 群 中 的 所 有 BAC 都 被 测序 。 
back mutation: 回复 突变 。 见 reversion。 

bacterial artifical chromosome (BAC): 细菌 人 工 染色 
体 (BAC)。 基 于 大 肠 杆菌 的 F 质粒 构建 的 一 种 载 
体 ， 能 容纳 长 达 300 000 碱 基 的 插入 片段 (平均 
插入 片段 为 150 000 碱 基 ) 。 

bacteriophage: 噬菌体 。 见 phage. 

baculoviruses: 杆 状 病毒 。 一 类 含有 大 的 、 环 状 
DNA 基因 组 的 杆 状 病毒 。 这 些 病毒 的 大 部 分 会 侵 
染 毛 虫 ， 已 被 用 作 有 效 的 真 核 基因 表达 载体 。 

barcode: 生物 条 形 码 。 地 球 上 各 种 生物 基因 组 中 的 
一 段 相对 较 短 的 DNA 序列 。 理 论 上 ， 阅 读 此 条 
形 码 可 以 快速 鉴别 任何 已 知 的 物种 。 

barrier; 屏蔽。 绝缘 子 通过 阻 断 染 色 质 固 缩 对 染色 
体 活性 区 域 的 影响 来 维持 该 区 域内 基因 的 活性 ， 
对 沉默 子 产生 的 负 效 应 。 

basal level transcription; 本 底 水 平 转录 。II 类 基因 在 
仅 有 通用 转录 因子 与 聚合 酶 I 存在 时 获得 的 极 低 
水 平 的 转录 。 

base; M. HIR, ALAH, EDNA 中 与 
脱氧 核糖 连接 ， 在 RNA 中 与 核糖 连接 。 

base excision repair: 碱 基 切 补 修复 。 一 种 切 补 修复 
途径 ， 开 始 先 通过 DNA 糖 基 化 酶 去 除 受 损 碱 基 ， 
接着 用 AP 内 切 核酸 酶 切 开 由 此 生成 AP 位 点 的 
5' 端 ， 然后 除去 AP 位 点 的 糖 磷脂 ， 最 后 切除 下 
游 碱 基 ， 经 DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 填补 缺口 
完成 整个 修复 。 

base pair (bp): 碱 基 对 。 一 对 碱 基 (A-T 或 G-C)， 
相对 地 存在 于 DNA 双 链 的 每 条 单 链 中 。 

B-DNA: B 型 DNA。 标 准 的 沃 森 - 克 里 克 DNA 模型 ， 
常 出 现在 较 高 的 相对 湿度 状态 及 溶液 中 。 

BER: 见 base excision repair, 

bHLH domain; 碱 性 螺旋 - 环 -螺旋 结构 域 。 与 一 个 碱 
性 的 基 序 偶 联 的 HLH 基 序 。 当 两 个 bHLH 蛋白 
通过 它们 的 HLH 基 序 实现 二 聚 体 化 时 ， 碱 性 基 
序 在 适当 的 位 党 与 DNA 的 特异 区 域 相 互 作 用 。 
bHLH 蛋白 像 一 对 钳子 ， 紧 紧 地 抓 住 DNA 的 
大 沟 。 

DHLE-ZIP domain: 碱 性 螺旋 - 环 -螺旋 -拉链 结构 域 。 
REREH DNA 结合 的 结构 域 。 碱 性 区 
域 分 别 与 螺旋 - 环 -螺旋 结构 域 和 亮 氨 酸 拉 链 
(ZIP) 结构 域 相 侦 联 。 

bidirectional DNA replication: DNA 双向 复制 。 从 一 
个 共同 的 起 始 位 点 或 复制 起 点 开始 同时 向 两 个 不 
同方 向 进行 复制 ， 需 要 两 个 活性 复制 丸 。 

bioinformatics: 生物 信息 学 。 建 立 并 运行 生物 数据 


库 的 领域 。 在 基因 组 学 层面 ， 它 意味 着 管理 大 量 
的 序列 数据 以 及 提供 有 用 的 数据 存 取 和 解释 。 

biolistics transformation (or transfection): 3% i 
转化 { 或 转 染 )。 一 种 用 金属 微 球 包 囊 DNA 并 将 
其 射 人 细胞 的 方法 。 

bit score (S); 二 进 制 位 分 值 。 度 量 被 查询 的 序列 与 
从 BLAST 搜索 中 获得 的 数据 库 序列 之 间 匹 配 数 
目的 方法 。 

BLAST; 局 部 相似 性 基本 搜索 工具 (basic local a- 
lignment search tool) 。 一 种 搜索 DNA 序列 或 蛋白 
质 序列 数据 库 ， 并 成 排 显示 被 查询 的 序列 与 数据 
库 中 的 序列 间 同 源 性 的 程序 。 

branch migration: 分 支 迁 移 。 在 重组 过 程 中 Holli- 
day 联接 体 的 分 支 移 端 。 

branchpoint-bridging protein (BBP): 分 支点 桥 联 蛋 
G (BBP)。 在 内 含 子 5' 端 结合 Ul snRNP, 3% 
结合 Mud2p， 并 对 剪接 过 程 是 必 不 可 少 的 一 种 蛋 
白质 。 

bridge helix: 桥 螺 旋 。 一 种 紧邻 细菌 RNA RANA 
性 中 心 ， 其 弯曲 可 以 促进 转录 转 位 的 “螺旋 。 

BRG1: SWI/SNF 上 具有 ATP 酶 及 染色 质 重建 的 催 
化 活性 亚 基 。 

BRGI-associated factor (BAF): BRG1 关联 因子 
(BAF)。 与 BRG1 共同 形成 SWISNF 的 9 一 12 条 
Bik, 

bromodomain; 省 域 。 一 种 与 其 他 蛋白 质 (如 组 蛋 
ÉD 上 的 乙酰 化 赖 氨 酸 残 基 特 异性 结合 的 蛋白 质 
结构 域 。 

bZIP domain: 碱 性 亮 氨 酸 拉链 结构 域 。 与 一 个 碱 性 
基 序 偶 联 的 亮 氨 酸 拉链 基 序 。 当 两 个 碱 性 亮 氨 酸 
拉链 蛋白 通过 它们 的 亮 氨 酸 拉链 二 聚 体 化 时 ， 碱 
性 基 序 处 于 与 DNA 的 特定 区 域 相互 作用 的 位 置 。 
碱 性 亮 氨 酸 拉链 蛋白 像 一 对 钳子 紧 紧 地 抓 住 DNA 
的 大 沟 。 


c 


C value; C 值 。 在 一 个 特定 物种 的 单 倍 体 基因 组 中 
的 DNA 的 含量 ， 常 以 1pg 为 计量 单位 。 

C value paradox: C 值 悖 论 。 指 一 个 特定 物种 的 C 值 
与 其 遗传 复杂 程度 不 一 致 的 现象 。 

cAMP response element (CRE): cAMP 响应 元 件 。 
对 CAMP 发 生 响应 的 增强 子 。 

cap: 帽子 (成 熟 mRNA 5 端的 结构 )。 一 个 甲 基 化 
的 鸟 嗓 叭 核 背 通过 一 个 三 磷酸 连接 到 MRNA, 
hnRNA BÈ snRNA 的 5' 端 上 。 

cap 0: WFO, EEH 2 位 均 无 甲 基 化 的 帆 子 ， 只 
存在 于 某 些 病毒 mRNA 中 。 


apl: 帽子 1。 一 种 典型 的 帽子 ， 在 倒数 第 二 个 核 
HAN 2 位 羟基 上 有 一 个 甲 基 。 

cap 2: 帆 子 2。 在 少数 mRNA 中 发 现 的 一 种 在 前 两 
个 核 苷 酸 的 2 位 羟基 上 都 有 甲 基 的 帽子 。 

CAP (catabolite activator protein): 代谢 物 激活 因子 
蛋白 。 一 种 与 cAMP 一 起 激活 受 代谢 物 阻 过 的 操 
纵 子 的 蛋白 质 ， 也 称 之 为 CRP。 

cap-binding protein (CBP); 见 eIF4F。 

carboxyHterminal domain (CTD, of Rpbl): RER 
端 结构 域 {Rpbl 上 的 CTD)。RNA RABE IRK 
亚 基 的 羧基 末端 区 域 。 由 多 个 富 含 丝氨酸 和 苏 氨 
酸 的 七 聚 体重 复 组 成 。 

carboxyl terminus; 羧基 末端 。 多 肽 链 具 有 自由 羧基 
的 末端 。 

CARMI; 见 coactivator-associated arginine me-thyl- 
transferase. 

catabolic metabolism: 分 解 代谢 。 将 物质 分 解 为 简单 
成 分 的 过 程 ， 如 乳糖 操纵 子 编码 的 分 解 代谢 酶 将 
乳糖 分 解 成 半 和 乳糖 和 葡萄 糖 。 

catabolite activator protein: 代谢 物 激活 因子 蛋白 。 
见 CAP, 

catabolite repression: 代谢 物 阻 歇 作用。 葡萄 糖 或 代 
谢 物 或 葡萄 糖 的 降解 产物 对 一 个 基因 或 操纵 子 的 
REMH. 

catalytic center; 催化 中 心 。 酶 的 活性 位 点 即 催化 反 
应 的 发 生地 。 

catenane: 环 连 体 。 由 两 个 或 多 个 环 连接 成 链 状 的 
结构 。 

CBP; 见 CREB-binding protein, 

CCAAT-binding transcription factor (CIF); 5 
CCAAT 结合 的 转录 因子 (CTF)。 结 合 在 CCAAT 
框 上 的 一 种 转录 因子 。 

CCAAT box: CCAAT 框 。 具 有 CCAAT 序列 ， 在 许 
多 被 RNA RAB I 识别 的 真 核 生物 启动 子 中 发 
现 的 一 种 上 游 基 序 。 

Cdcl3p: 结合 在 单 链 端 粒 末端 并 募集 Stnlp 因子 
(而 Stnlp 招募 Tenlp 结合 到 端 粒 末端 ) 的 一 种 酵 
母 蛋白 。 3 种 蛋白 质 共同 保护 端 粒 末端 免 遭 降解 
以 及 DNA 修复 酶 的 作用 。 

cDNA: 互补 DNA (complementary DNA)。 经 反 转 录 
合成 的 一 种 RNA 的 DNA 拷贝 

cDNA library: cDNA 文库 。 包 含 在 特定 时 间 内 的 一 
类 细胞 中 所 有 可 能 的 mRNA 的 一 套 DNA 克隆 。 

centimorgan (cM): HEME (cM)。 在 两 个 标记 之 间 发 
E 1% 重 组 频率 的 遗传 距离 。 

centromere: 着 丝 粒 。 染 色 体 上 的 固 缩 区 域 ， 在 细胞 
分 裂 时 纺锤 丝 的 附着 处 。 

+ 759 + 


CF I and CFII; 见 cleavage factor 1 and II. 

chaperone protein: 分 子 伴侣 蛋白 。 见 chaperones. 

chaperones: 分 子 伴侣 。 与 未 折 释 的 蛋白 质 结合 并 帮 
助 其 进行 正确 折 有 的 蛋白 质 。 

charging: 负载 。 将 特定 的 氨基 酸 与 RNA 偶 联 的 
事件 。 

Charon phage: 卡 隆 噬菌体 。 基 于 噬菌体 构建 的 一 
套 克隆 载体 。 

Chi site; Chi 位 点 。 具 有 5 -GCTGGTGG-3' 保 守 序 
列 的 大 肠 杆菌 DNA 的 位 点 。 在 同 源 重组 过 程 中 
RecBCD 切割 chi 位 点 的 3' 端 。 

Chi structure: 见 Holliday junction。 

ChIP; 见 chromatin immunoprecipitation。 

chloramphenicol; MER. t H] SOS 核糖 体 催 
化 的 肽 基 转 移 酶 反应 杀 死 细菌 的 一 种 抗生素 。 

chloramphenicol acetyl transferase (CAT): 3% Z 
TAPS (CAT). HLM A HEMEL 
的 一 种 酶 。 其 对 应 的 细菌 基因 常 被 用 作 真 核 生物 
转录 和 翻译 研究 中 的 报告 基因 。。 

chromatid， 染 色 单 体 。 在 细胞 分 裂 中 染色 体 复制 产 
生 的 一 个 拷贝 。 

chromatin; 染色 质 。 由 DNA 和 染色 体 蛋 白 组 成 的 
染色 体 物质 。 

chromatin immunoprecipitation (ChIP); 染色 质 免疫 
沉淀 技 术 (ChlP)。 一 种 通过 免疫 沉淀 来 纯化 含 
有 目的 蛋白 的 染色 质 的 方法 ， 该 方法 是 用 一 种 含 
有 针对 该 目的 蛋白 的 ， 或 者 针对 吸附 有 该 目的 蛋 
白 的 抗原 决定 簇 标签 的 抗体 来 免疫 沉淀 这 种 待 纯 
化 的 染色 质 。 

chromatin remodeling; 染色 质 重建 。 依 赖 ATP 的 核 
小 体 结构 重建 过 程 可 以 移动 核 小 体 ， 或 这 些 核 小 
体 也 能 被 其 他 蛋白 质 所 移动 。 

chromatography; 层 析 。 基 于 流动 相 与 固定 相 的 相对 
亲和力 来 分 离 不 同 分 子 的 一 套 技 术 。 在 离子 交换 
层 析 中 ， 带 电 的 树脂 是 固定 相 ， 提 高 了 离子 强度 
的 缓冲 液 是 流动 相 。 

chromodomain: 染色 域 。 在 与 异 染 色 质 形成 有 关 的 
蛋白 质 上 发 现 的 保守 区 域 。 该 区 域 可 能 与 甲 基 化 
的 组 蛋白 相 结合 。 

chromogenic substrate; 显 色 底 物 。 当 被 酶 作用 后 能 
生成 有 色 产 物 的 一 种 底 物 。 

chromosome; 染色 体 。 由 大 量 DNA 和 蛋白质 构 成 
的 物理 结构 ， 包 含有 机 体 的 全 部 基因 。 

chromosome theory of inheritance: 遗传 的 染色 体 理 
论 。 基 因 存 在 于 染色 体 上 的 学 说 。 

cl; 编码 \ 阻 过 蛋白 的 基因 。 

Cl: cl 基因 的 产物 。 见 repressor. 
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cis-acting: 顺 式 作用 。 一 种 描述 增强 子 、 启 动 子 或 
BAF SAAT ORE. TBM REA 
的 活性 它们 必须 位 于 相同 的 染色 体 上 。 

cis-dominant; 硕 式 显 性 。 位 于 同一 DNA 片段 上 的 
基因 的 显 性 效应 。 例 如 ， 在 含有 lac 操纵 子 部 分 
二 售 体 的 大 跌 杆菌 中 ， 一 个 拷贝 中 的 操纵 基因 的 
组 成 型 突变 对 另 一 拷贝 的 操纵 子 是 显 性 。 对 其 他 
操纵 子 不 具有 该 效应 。 因 为 此 操纵 基因 只 控制 着 
与 它 相 邻 接 的 操纵 子 ， 而 不 能 控制 与 之 不 相连 的 
操纵 子 。 

cirsplicing: 顺 式 剪 接 。 将 来 源 于 同一 个 前 体 RNA 
分 子 中 的 外 显 子 连接 的 一 种 常规 剪接 方式 。 

cistron: 顺 反 子 。 通 过 顺 - 反 测验 所 定义 的 一 个 遗传 
因子 。 它 通常 与 基因 是 同义词 。 

clamp loader: 钳 状 装载 器 。DNA RANE I 全 酶 的 
7 复合 体 部 分 ， 它 帮助 B 钳 结合 到 DNA 上 。 

clamp module; 钳 状 模块 。RNA 聚合 酶 的 一 部 分 ， 
其 张 开 允 许 DNA 模板 进入 ， 闭 合 则 将 聚合 酶 来 
在 模板 上 。 

class JI promoter; H 类 启动 子 。 识 别 RNA 聚合 酶 IT 
的 启动 子 。 

clastogen: 断裂 剂 。 可 引起 DNA 链 断 裂 的 试剂 。 

cleavage factor I and II (CF I and CF II); WAF I 
#1 ll (CF I and CF I1), RNA 的 结合 蛋白 ， 它 们 
对 前 体 mRNA EE RIRE RAE A Sb EAT DY A 
重要 。 

cleavage poly (A) specificity factor (CPSF); 2% FEAR 
FRWOSRAF ({CPSF)。 一 种 能 够 识别 前 体 
mRNA 中 多 聚 腺 苷 酸化 信号 AAUAAA 的 蛋白 
B, FETE IY) AS AR ME. ` 

cleavage stimulation factor (CstF): 前 切 刺 激 因 子 
(CstF) 。 一 种 能 够 识别 前 体 mRNA 多 聚 腺 苷 酸化 
信号 中 富 含 GU 部 分 的 蛋白 质 ， 并 促进 剪 切 。 

CLIM (cofactor of LIM); CLIM (LIM 的 辅 因子 )。 
LIM-HD 的 辅 因子 。 在 被 RLIM 泛 素 化 后 该 辅 因 
子 被 蛋白 质 降解 。 

clone-by-clone sequencing: 克隆 步 移 测 序 。 对 大 基因 
组 测序 的 一 种 系统 方法 。 首 先 对 整个 基因 组 作 图 ， 
然后 对 基因 组 已 知 区 域 的 克隆 进行 测序 。 

clone: 克隆 。 通 过 无 性 繁殖 过 程 形成 的 很 多 个 体 群 ， 
以 保证 它们 在 遗传 上 与 最 初 的 个 体 (祖先 ) 是 相 
同 的 。 同样 ， 菌 落 或 细胞 群 或 病毒 群 在 遗传 上 也 
都 是 一 致 的 。 

closed promoter complex: 封闭 型 启动 子 复合 体 。 由 
RNA 聚合 酶 和 原核 启动 子 之 间 相 对 松散 结合 形成 
的 复合 物 。“ 封 闭 型 ” 意 指 DNA 双 链 仍 保持 完 
整 ， 双 链 没有 “打开 ”或 碱 基 对 没有 分 离 。 


coactivator-associated arginine 。 methyltransferase 
(CARMI): 辅 激活 因子 关联 的 精 氨 酸 甲 基 转 移 
酶 。 一 种 在 启动 子 附近 使 蛋白 质 甲 基 化 从 而 激活 
转录 的 真 核 生物 蛋白 质 。 

coactivator: 辅 激活 因子 。 本 身 没 有 转录 激活 能 力 ， 
但 能 帮助 其 他 蛋白 质 激活 转录 的 因子 。 

codon: 密码 子 。mRNA 中 连续 排列 的 三 碱 基 序列 ， 
能 使 一 个 特异 的 氨基 酸 插入 到 和 蛋白 质 中 或 引起 翻 
译 的 终止 。 

coiled coil: 卷曲 螺旋 。 两 个 a 螺旋 相互 缠绕 的 一 种 
蛋白 质 基 序 。 当 两 个 a 螺旋 分 别 在 不 同 蛋 白质 上 
时 ， 卷 曲 螺旋 的 形成 会 导致 二 聚 体 化 。 

cointegrate; 共 联 体 。 转 座 子 在 转 位 过 程 中 产生 的 中 
间 体 ， 如 Tn3 转 座 子 从 一 个 复制 子 转 座 到 另 一 个 
复制 子 。 当 转 座 子 发 生 复制 ， 共 合体 就 包含 了 通 
过 两 个 转 座 子 拷贝 连接 在 一 起 的 两 个 复制 子 。 

eolE1: 在 大 肠 杆菌 E. coli 的 某 菌株 中 发 现 的 一 种 质 
粒 ， 它 编码 一 种 称 之 为 大 肠 杆菌 素 的 细菌 毒素 。 
colE1 的 DNA 复制 是 单方 向 性 的 。 

colony hybridization; 菌落 杂交 。 一 种 第 选 含有 目的 
基因 的 细菌 克隆 的 方法 。 用 目的 基因 标记 的 探 针 
对 大 量 的 克隆 的 DNA 进行 杂交 met 测试 。 

combinatorial code: 组 合 密码 。 对 多 个 增强 子 和 相 
应 激活 因子 在 其 结合 的 启动 子 上 的 作用 的 一 种 描 
述 。 结 合 不 同 的 激活 因子 将 对 启动 子 的 活性 产生 
不 同 的 影响 ， 因 为 增强 子 能 感受 每 一 个 激活 因子 
的 浓度 并 将 来 自 所 有 激活 因子 的 信号 整合 在 一 起 。 

commitment complex (CC): 定向 复合 体 (CC). 一 
种 至 少 含有 细胞 核 前 体 mRNA 和 Ul snRNP 的 复 
合 物 ， 负责 把 Ul snRNP 结合 的 内 含 子 剪 切 掉 。 

complementary polynucleotide strand; 互补 多 聚 核 音 
酸 链 。 两 条 DNA 链 或 具有 互补 序列 的 RNA 链 ， 
即 无 论 哪 条 链 含 有 腺 味 叭 则 另 一 条 链 就 含有 胸腺 
喀 喧 ,同样 ， 一 条 链 含有 鸟 呆 叭 另 一 条 链 就 含有 
胞 喀 啶 。 

complex B; 复合 体 Bo RLC 的 前 体 ， 仅 含有 Dicer 
和 R2D2 以 及 双 链 siRNA. 

composite transposon: 复合 转 座 子 。 一 种 由 两 个 不 同 
部 分 组 成 的 细菌 转 座 子 : 含有 IS 或 类 IS 元 件 的 
两 臂 ， 以 及 由 转 位 基因 和 一 个 或 多 个 抗生素 抗 性 
基因 组 成 的 中 心 区 域 。 

concatemer: 多 联 体 。 具 有 多 个 基因 组 长 度 的 DNA。 

conditional lethal: 条 件 性 致死 。 在 某 种 环境 下 为 至 
死 突 变 ， 但 在 其 他 环境 下 却 不 致死 〈 如 温度 敏感 
型 突变 )。 

consensus sequence: 共有 序列 。 几 个 共有 的 相似 序 
Fl, 如 E.coli 启动 子 一 10 框 的 保守 序列 是 


TATAAT， 即 如 果 你 检测 许多 这 样 的 序列 ，T 最 
有 可 能 出 现在 第 个 位 置 ，A 在 第 二 个 位 置 等 〈 如 
此 类 推 )。 

conservative replication: 全 保留 式 复制 。 两 条 亲 代 链 
仍然 连 在 一 起 的 DNA (或 RNA) 复制 ， 所 产生 
的 子 链 的 双 链 都 是 新 合成 的 。 

conservative transposition: 保守 式 转 座 。 当 转 座 子 离 
开 原 来 的 位 置 并 且 移 动 到 新 位 点 时 ， 转 座 子 DNA 
的 两 条 链 仍 被 保留 完整 的 一 种 “剪贴 式 ” 转 座 。 

constant region: 恒定 区 。 抗 体 上 的 一 段 区 域 ， 或 多 
或 少 与 其 他 抗体 相似 。 

constitutive: 组 成 型 的 。 总 是 处 于 开启 状态 。 

constitutive mutant; 组 成 型 突变 体 。 一 个 有 机 体 中 
的 组 成 型 突变 能 引起 某 个 基因 在 任何 时 间 都 被 表 
达 ， 而 不 被 正常 途径 所 调控 。 

contig: 重大 群 。 一 组 含有 毗邻 或 重 得 序 列 的 DNA 
克隆 。 

copia: 在 果 蝇 Drosophila 细胞 中 发 现 的 一 种 能 转 座 
的 元 件 。 

core element: 核心 元 件 。 一 种 被 RNA 聚合 酶 1 所 识 
别 的 真 核 启动 子 元 件 。 包 括 围绕 在 转录 起 始 位 点 
两 侧 的 碱 基 。 

core histone: 核心 组 蛋白 。 除 Hl 之 外 的 所 有 核 小 体 
组 蛋白 。 被 DNA 缠绕 的 核 小 体内 部 的 组 蛋白 。 

core polymerase: 核心 聚合 酶 。 见 RNA polymerase 
core, 

corepressor: FAH. ‘SRM WHAM AIL A BH 
MAEHE 〈 如 色 氨 酸 是 色 氨 酸 操纵 子 trp 的 
辅 阻 过 物 ) 。 与 其 他 蛋白 质 结合 对 基因 转录 起 抑制 
作用 的 蛋白 质 ， 如 组 氨 酸 去 乙酰 化 酶 能 作为 辅 阻 
ay. 

core promoter (class I); 核心 启动 子 ( 开 类 )。 在 一 
个 特定 的 启动 子 中 靠近 转录 起 始 位 点 的 任何 启动 
子 元 件 。 最 多 包括 4 种 元 件 : 一 个 TFIIB 识别 元 
件 、 一 个 TATA 盒 、 一 个 起 始 位 点 和 一 个 下 游 
元 件 。 

core promoter element: 核心 启动 子 元 件 。 一 个 启动 
子 包含 的 最 少 元 件 〈 如 细菌 启动 子 中 的 一 10 框 和 
一 35 框 )。 

cos: 线性 \ 叭 菌 体 DNA 的 黏 性 未 端 。 

cosmid: cos 质粒 。 一 种 为 了 克隆 DNA 大 片段 而 设 
计 的 载体 。cos 质粒 含有 和 噬菌体 的 cos 位 点 ， 所 
以 能 被 包装 进入 入 喉 菌 体 的 头 部 ， 它 又 含有 质粒 
的 复制 起 点 ， 所 以 能 像 质粒 那样 复制 。 

CoTC element co-transcriptional cleavage ( CoTC ) : 
CoTC 元 件 共 转录 剪 切 (CoTC)。 对 多 聚 腺 苷 酸化 
位 点 下 游 正在 产生 的 转录 物 进行 剪 切 ， 是 转录 终 
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止 过程 的 一 部 分 。 

count per minute (cpm): 每 分 钟 的 记 数 。 液 体内 烁 
计数 器 在 每 分 钟 内 检测 到 的 光 闪 烁 的 平均 值 。 

CPEB: 胞 质 多 聚 腺 苷 酸化 元 件 〈(CPE) 结合 蛋白 。 

CpG island: CpG 岛 。 含 有 许多 非 甲 基 化 CpG 序列 
的 DNA 区域。 通常 与 活性 基因 相连 接 。 

CpG sequences: CpG 序列 。 哺 乳 动 物 DNA 中 甲 基 
AEWRE CE CHISAGO 的 基 序 。 

CpG suppression: CpG 抑制 。 由 于 C 的 甲 基 化 及 随 
后 工 的 去 氨基 化 因素 ， 在 漫长 的 进化 历程 中 最 终 
导致 CpG 序列 从 基因 组 中 丢失 。 

CPSF: 见 cleavage and poly (A) specificity factor. 

CRE: 见 cAMP response element, 

CREB; 见 CRE-binding protein, 

CREB-binding protein (CBP): CREB 结合 蛋白 
(CBP)。 一 种 辅 激 活 因子 ， 在 CRE 内 结合 被 磷酸 
化 的 CREB， 然 后 结合 一 个 或 多 个 通用 转录 因子 ， 
从 而 刺激 前 起 始 复合 物 的 装配 。 

CRE-binding protein (CREB); CRE 结合 蛋白 
(CREB)。 磷 酸化 从 而 被 cAMP -刺激 的 蛋白 激酶 
人 A 所 活化 的 激活 因子 。 结 合 CRE 并 与 CBP 共同 
激活 相关 基因 的 转录 。 

Cro; 入 噬菌体 cro 基因 的 产物 。 一 种 优先 与 Oa3 结 
合并 关闭 入 阻 遇 蛋白 基因 〈cT) 的 抑制 因子 。 

cross-linking: 交 联 。 探 查 两 种 物质 之 间 相 互 作用 的 

一 种 技术 〈 如 一 种 蛋白 质 和 一 种 DNA)。 当 两 种 
物质 形成 复合 体 时 就 会 产生 化 学 交 联 ， 然 后 对 产 
物 的 交 联 特性 进行 检测 。 

crossing over; 交换 。 在 重组 过 程 中 DNA 之 间 产 生 
的 物理 交换 。 

cross talk; 交互 作用 。 不 同 信号 转 导 通路 成 员 之 间 
的 相互 作用 。 

crown gall; 冠 瘦 瘤 。 在 植物 中 由 细 荫 感染 引起 的 肿 
瘤 性 的 增生 。 

CRP: 环 化 -磷酸 腺 芽 酸 受 休 蛋 白 。 见 CAP. 

CRSP: 与 Spl 协作 共同 激活 转录 的 辅 激活 因子 。 

cryptogene; 隐秘 基因 。 编 码 一 种 需要 进行 转录 后 编 
辑 的 RNA 的 基因 。 

CstF: 见 cleavage stimulation factor. 

CID: 见 carboxyl-terminal domain, 

cyanobacteria (blue-green algae): 蓝 细菌 (ERR). 
光合 细菌 。 现 代 蓝 绿 藻 的 祖先 被 认为 能 侵 人 真 核 
细胞 并 进化 成 叶绿体 。 

cyclic AMP (cAMP): 环 化 -磷酸 腺 背 酸 (cAMP)。 
一 种 通过 环 磷酸 二 酯 键 连接 3' 端 和 5' 端 碳 原子 的 
腺 嘎 叭 核 苷 酸 。 涉 及 原核 生物 和 真 核 生 物 的 调控 
机 制 。 
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cytidine: BREUER. AA HOE BRIE HY — PK 
TR. 

cytidine deaminase acting on RNA (CDAR): 作用 于 
RNA KORR UE Me A FF BS BELA (CDAR)。 一 种 将 
RNA #41 fg J 2 I BE EEF BBE Ze IE A DR 
BERT AY RNA 编辑 酶 。 

cytoplasmic polyadenylation element (CPE): 细胞 质 
ERRELE (CPE), mRNA 3' 端 UTR 中 
的 一 段 序列 〈 保 守 序 列 为 UUUUUAU) ， 在 细胞 
质 多 聚 腺 苷 酸化 中 很 重要 。 

cytosine (C): BIERE (C)。 在 DNA 中 与 鸟 味 叭 核 
FACT AREER IL, 

cytotoxic: 细胞 毒性 。 具 杀 死 细胞 的 能 力 。 


D 


DAI; 见 double-stranded RNA-activated inhibitor of 
protein synthesis, 

dam methylase; dam FRE BG. H FUR OUD RFT P 
基 化 酶 ， 在 大 肠 杆菌 细胞 中 能 将 甲 基 基 团 转移 到 
GATC 序列 的 A 上 。 错 配 修复 系统 能 扫描 甲 基 化 
的 GATC 序列 ， 并 确定 哪 条 链 是 新 合成 的 ， 并 且 
是 未 被 甲 基 化 的 。 

daughter strand gap: 姐妹 链 缺 口 。DNA 复制 装置 在 
跳 过 非 编码 的 碱 基 或 一 个 喀 啶 二 聚 体 之 后 留 下 的 
缺口 。 

deadenylation; 去 腺 苷 酸化 。 从 细胞 质 的 poly (A) 中 
切除 AMP 残 基 。 

DEAD protein; DEAD 蛋白 。 含 有 Asp-Glu-Ala-Asp 
序列 的 蛋白 质 家 族 成 员 ， 具 有 RNA 解 旋 酶 活性 。 

deamination of DNA: DNA 的 脱 氨基 化 。 从 DNA 的 
胞 喀 喧 或 腺 嘎 叭 中 切除 氨基 CNH), IF BEI a 
(C—O) 所 代替 。 这 将 使 胞 喀 啶 转化 为 尿 喀 啶 以 
及 腺 味 叭 转化 为 次 黄 味 吟 。 

decatenation: 去 连环 。 解 除 连环 体 中 各 环 之 间 连 接 
的 过 程 。 

decoding: 解码 。 核 糖 体 通 过 密码 子 与 反 密码 子 间 的 
相互 作用 ， 引 导 结 合 一 个 正确 的 氨 酰 RNA, 

defective virus; 缺陷 型 病毒 。 没 有 辅助 病毒 就 不 能 
复制 的 一 种 病毒 

degenerate code; 简 并 密码 。 地 球 上 所 有 生物 广泛 使 
用 的 遗传 密码 ， 此 体系 中 多 个 密码 子 能 对 应 同一 
种 氨基 酸 。 

deletion: 缺失 。 包 括 丢失 一 个 或 多 个 碱 基 对 的 
突变 。 

denaturation (DNA): 变性 (DNA), DNA 双 链 的 
分 离 。 

denaturation (protein): 变性 (蛋白 )。 在 没有 打 断 


任何 共 价 键 的 情况 下 蛋白 质 三 维 结构 的 破坏 。 

densitometer: 显 像 密度 计 。 一 种 测量 透明 薄膜 上 黑 
点 的 仪器 (如 放射 性 照相 )。 

deoxyribose: 脱氧 核糖 。DNA 中 的 糖 。 

Dicer; RNase II RRRA, E RNAI 的 过 程 中 将 
引发 RNA 切 短 成 大 约 21bp 的 片段 ， 也 是 降解 把 
mRNA 的 RISC 复合 体 的 一 部 分 。 

dideoxyribonucleotide; 双 脱 氧 核糖 核 背 酸 。 一 种 核 
PM, ECH 2 和 3' 的 位 置 上 都 脱 去 了 氧 ， 在 
DNA 测序 中 用 来 终止 DNA 链 的 延伸 。 

dihydrouracil loop; SREK, I D loop. 

dimer (protein): 二 聚 体 (蛋白 )。 两 条 多 肽 链 的 形 
成 的 复合 物 。 这 些 多 肪 可 以 是 相同 的 〔 同 源 二 聚 
体 )， 或 者 不 同 〈 异 源 二 聚 体 ) 。 

dimerization domain; 二 聚 体 化 结构 域 。 一 个 蛋白 质 
与 另 一 个 蛋白 质 相互 作用 形成 二 聚 体 〈 或 者 更 高 
级 的 多 聚 体 ) 的 部 位 。 

dimethyl sulfate (DMS) ; 硫酸 二 甲 酯 (DMS)。 可 以 
使 DNA 发 生 甲 基 化 的 一 种 化 学 试剂 。 在 甲 基 化 
位 点 上 DNA 能 被 化 学 剪 切 。 

diploid; 二 倍 体 。 人 类 受精 卵 和 其 他 细胞 ( 除 配子 
之 外 ) 的 染色 体 数目 。 用 2n 代表 双 倍 体 的 符号 。 

directional cloning: 定向 克隆 。 将 外 源 DNA 插入 到 
一 个 载体 的 两 个 不 同 限制 酶 酶 切 位 点 之 间 ， 能 预 
先 确定 这 种 插入 的 方向 。 

disintegrations per minute (dpm); 4 5} $p 3E 3E H 
{dpm)。 一 个 样品 平均 每 分 钟 产 生 的 放射 性 发 
射 数 。 

dispersive replication: 散布 式 复制 。 是 一 种 假设 机 
fil, 复制 之 后 DNA 变 成 片段， 使 新 旧 DNA 共存 
于 同一 条 链 中 。 

distributive: 分 配 性 的 。 是 相对 于 “持续 性 ”而 言 
的 ， 如 果 没有 与 底 物 或 模板 反复 地 分 离 和 再 结合 
则 不 能 完成 某 项 任务 。 

D loop: D 环 。 当 一 条 DNA 或 RNA 链 末端 “和 人 侵 ” 
到 一 条 双 螺 旋 中 ， 并 与 其 中 一 条 链 的 碱 基 配 对 ， 
从 而 迫使 另 一 条 链 凸 出 〈loopout) 时 形成 的 环 。 

DMS footprinting; DMS 足迹 法 。 一 种 与 DNase 足 
迹 法 相似 的 技术 ， 它 是 用 DMS 使 DNA 甲 基 化 后 
再 进行 化 学 前 切 的 方法 ， 而 不 是 利用 DNase BY 
we 

DNA (deoxyribonucleic acid); DNA (BEHI RF 
酸 )。 一 种 通过 磷酸 二 酯 键 将 脱氧 核糖 核 苷 酸 连 接 
在 一 起 的 聚合 物 。 大 多 数 基因 是 由 此 物质 构成 的 。 

DnaA: 在 形成 的 E. coli 引发 体 中 ,与 oriC 结合 的 
第 一 个 蛋白 质 。 

dnaA box: dnaA 框 。 在 形成 的 E. coli 引发 体 中 ， 位 


于 与 DnaA 结合 的 oriC 内 部 的 一 段 9 碱 基 重 
AK. 

DnaB: E. coli 引发 体 的 一 个 关键 成 分 。 通 过 促进 引 
发 酶 的 结合 来 帮助 引发 体 的 组 装 。 也 具有 DNA 
解 旋 酶 活性 ， 在 引物 合成 之 前 解 开 母 链 DNA, 

DNA-binding domain: DNA 结合 的 结构 域 。 蛋 白质 
中 与 DNA 发 生 结合 的 部 分 ， 与 DNA 的 靶 位 点 形 
成 特异 性 的 连接 。 

DNA fingerprint; DNA 指纹 。 用 DNA 的 高 变化 区 
域 来 鉴定 特定 的 个 体 。 

DnaG: E.coli 的 引发 酶 。 

DNA glycosylase: DNA 糖 基 化 酶 。 一 种 能 打 断 受 损 
碱 基 与 其 精 基 间 的 糖 背 键 的 酶 。 

DNA gyrase: DNA 促 旋 酶 。 将 负 超 螺旋 导入 《〈 泵 进 ) 
DNA 的 一 种 拓扑 异 构 酶 。 在 复制 过 程 中 通过 对 E 
.coli DNA 的 解 链 造成 正 超 曙 旋 的 松弛 。 

DNA ligase: DNA 连接 酶 。 使 两 条 DNA 双 链 首尾 相 
连接 的 酶 。 

DNA melting; DNA 的 熔 解 。 见 denaturation 
(DNA). 

DNA microarray: DNA 微 阵列 。 含 有 许多 DNA 或 
赛 聚 核 华 酸 的 微小 点 阵 的 一 种 芯片 。 用 于 斑点 印 
迹 可 同时 检测 许多 基因 的 表达 。 

DNA microchip: DNA 微 芯片 。 见 DNA microarray. 

DNA photolyase: DNA 光复 活 酶 。 一 种 通过 打 断 吵 
啶 二 聚 体 来 催化 光复 活 作 用 的 酶 。 

DNA-PK (DNA protein kinase); DNA-PK (DNA 蛋 
ARES) FES: YP HE UE BU A KRENE, 

DNA-PKcs : DNA-PK 的 催化 亚 基 。 

DNA polymerase; DNA 聚合 酶 。 合 成 DNA 的 酶 ， 
它 通 过 与 模板 DNA 链 中 的 核 苷 酸 序列 的 互补 来 
指导 磷酸 脱氧 核糖 核 背 〈dNMP) 间 的 有 序 地 
连接 。 

DNA polymerase n: DNA 聚合 酶 n。 一 种 特异 的 真 
核 跨 损伤 合成 聚合 酶 ， 复 制 过 程 中 负责 在 喀 啶 二 
聚 体 模板 的 对 面 插入 两 个 dAMP。 

DNA polymerase 0: DNA RAF 0. 
DNA 聚合 酶 ， 参 与 跨 损伤 合成 。 

DNA polymerase I (pol 1); DNA RAKS I (pol I). 
E.coli 3 种 不 同 DNA 合成 酶 之 一 ， 主 要 用 于 
DNA 修复 。 

DNA polymerase II (pol I); DNA 聚合 酶 11 (pol 
I)o E. coli 的 另 一 种 DNA RABE. 

DNA polymerase HI holoenzyme; DNA 聚合 酶 ID 全 
酶 。E. coli 复制 体 中 的 酶 ， 在 DNA 复制 过 程 中 真 
正 负责 合成 DNA 的 酶 。 

DNA polymerase 5: DNA 聚合 酶 5&。 在 人 类 细胞 中 参 
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一 种 特异 的 真 核 


与 跨 损伤 合成 的 一 种 特异 性 DNA RAB. 

DNA polymerase V; DNA RAE V, IL UmuD;C。 

DNA protein kinase: DNA 蛋白 激酶 。 见 DNA-PK, 

DNase; 脱氧 核糖 核酸 栈 。 一 种 降解 DNA 的 酶 。 

DNase footprinting: DNase 足迹 法 。 通 过 观察 受 蛋白 
质保 护 而 不 被 DNase 降解 的 DNA 区 域 ， 来 检测 
此 蛋白 质 在 DNA 上 的 结合 位 点 的 方法 。 

DNase-hypersensitive site: DNase 超 敏感 位 点 。 受 
DNase I 的 攻击 程度 较 松散 染色 质 敏 感 100 倍 以 上 
的 染色 质 区 域 。 这 些 位 点 通常 位 于 活性 或 具有 潜 
在 活性 基因 的 5" 侧 区 。 

DNase-sensitive site: DNase 敏感 位 点 。 对 DNase I 的 
敏感 程度 较 松散 染色 质 高 10 之 多 倍 的 染色 质 区 
域 。 所 有 活路 基因 都 趋 于 对 DNase 敏感 。 

DNA typing: DNA 分 型 。 运 用 分 子 技术 特别 是 
Southern 印迹 技术 来 鉴定 个 体 的 特征 。 

dominant; 显 性 。 一 个 等 位 基因 或 它 的 表 型 特征 与 
具有 一 个 隐 性 等 位 基因 的 杂 合 体 所 表现 出 的 性 状 
相同 。 例 如 ，A 相对 于 a 是 显 性 ， 因 为 AA M Aa 
的 表 型 都 是 一 样 的 。 

dominant-negative mutation: 显 性 负 突 变 。 一 种 基因 
突变 ， 它 产生 的 蛋白 质 不 仅 失去 活性 ， 而 且 能 通 
过 形成 混合 多 聚 体 方式 破坏 同一 细胞 中 野生 型 蛋 
白质 的 活性 。 

domain (protein): 结构 域 (蛋白 )。 蛋 白质 中 的 一 
个 独立 折合 部 分 。 

double helix; 双 螺 旋 。 染 色 体 中 两 条 互补 DNA 链 所 
呈现 的 形状 。 

double-stranded RNA-activated inhibitor of protein 
synthesis (DAI); 蛋白 质 合成 中 双 链 RNA 激活 的 
抑制 因子 {DAI) 。 对 干扰 素 和 双 链 RNA 做 出 应 
答 的 一 种 蛋白 激酶 ， 通 过 使 IF-2 磷酸 化 并 增强 
其 对 eIF-2B 的 结合 从 而 阻 断 翻译 的 起 始 。 这 将 阻 
止 感染 细胞 中 病毒 蛋白 质 的 合成 。 

down mutation; 下 降 突变 。 通 常 发 生 在 启动 子 中 的 
一 种 突变 ， 导 致 某 个 基因 的 表达 下 降 。 

downstream destabilizing element: 下 游 去 稳定 元 件 。 
在 mRNA 成 熟 过程 的 剪接 步骤 中 ,结合 到 外 显 子 
-外 显 子 连接 处 的 一 系列 蛋白 质 。 细 胞 利用 这 些 蛋 
白质 作为 参照 来 确定 一 个 无 义 密码 子 是 真正 的 终 
止 密码 还 是 提前 终止 密码 。 

downstream promoter element (DPE): 下 游 启 动 子 元 
件 。 转 录 起 始 位 点 下 游 的 一 段 DNA 区 域 ， 对 一 
些 开 类 启动 子 的 转录 效率 十 分 重要 。 

Drosophila melanogaster: 黑 腹 果 蝇 ， 被 遗传 学 家 广 
证 利用 的 一 种 果 蝇 。 

Ds; 在 玉米 中 发 现 的 一 种 缺陷 型 转 座 因子 ， 依 赖 于 
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Ac 因子 才能 进行 转 座 。 

DSB: DNA 中 的 双 链 断裂 。 在 减 数 分 裂 过 程 中 对 启 
动 重组 事件 是 必需 的 。 

DskA: 一 种 细菌 蛋白 , 在 饥饿 响应 中 ， 与 预警 子 
PpGpp 联合 可 减缓 rRNA 的 合成 。 

dsRNA; 双 链 RNA, 

dUTPase: 脱氧 三 磷酸 尿 嘛 啶 核 萌 酸 水 解 酶 。 降 解 
dUTP 从 而 阻止 其 迭 入 DNA 的 酶 类 。 


E 


editing: 编辑 。 发 生 在 氨 酰 -tRNA 合成 酶 编辑 位 点 
上 的 一 个 事件 ， 用 以 终止 被 合成 酶 错误 激活 的 非 
特定 的 氨 酰 -AMP (或 氨 酰 -tRNA) 摊 人 的 过 程 。 
也 被 称 为 校正 。 

editing site: 编辑 位 点 。 氨 酰 -tRNA 合成 酶 中 的 一 个 
位 点 ， 用 以 查验 氨 酰 腺 篆 酸 化 (有 时 是 氨 酰 -tR- 
NA) 并 对 那些 带 有 太 小 氨基 酸 的 氨 酰 -tRNA 进 
行 水 解 。 

EF-2; 延伸 因子 2。 延伸 因子 G 的 真 核 生物 同 源 物 。 

EF-G: 延伸 因子 G。 与 GTP 一 起 负责 在 原核 生物 的 
翻译 过 程 中 转 位 的 延伸 因子 。 

EF-Ts: 延伸 因子 Ts。 将 延伸 因子 Tu 上 的 GDP 交 
换 为 GTP 的 交换 因子 。 

EF-Tu; 延伸 因子 Tu。 与 GTP 一 起 携带 氨 酰 -tRNA 
( 除 甲 酰 甲 殖 氨 酰 -tRNA 外 ) 进入 到 核糖 体 的 A 
位 点 的 原核 生物 翻译 延伸 因子 。 

EGF: 见 epidermal growth factor, 

eIF1: 真 核 生 物 起 始 因子 1。 通 过 激发 扫描 过 程 找到 
正确 起 始 密码 子 的 真 核 生物 起 始 因子 。 

eIFIA: 真 核 生物 起 始 因子 1A。 与 eIF1 协同 作用 使 
40S 核糖 体 亚 基 扫描 起 始 密码 子 。 

eIF2: 真 核 生物 起 始 因子 2。 负 责 将 甲 硫 氨 酰 -tR- 
NAM* 结 合 到 核糖 体 40S 亚 基 上 的 真 核 生物 起 始 因 
子 。 

elF2a: 真 核 生 物 起 始 因子 2a eF? 的 亚 基 之 一 。 
它 被 磷酸 化 后 可 以 抑制 翻译 起 始 。 

eIF2B: 真 核 生 物 起 始 因子 2B。 将 elF2 上 的 GTP 转 
换 为 GDP 的 真 核 交换 因子 。 

eIF3: 真 核 生物 起 始 因子 3。 结 合 在 40S 核糖 体 亚 基 
上 的 真 核 生物 起 始 因子 ， 能 阻止 它们 与 60S 核糖 
体 亚 基 过 早 地 再 结合 。 

eIF4A: 真 核 生物 起 始 因子 4A。eIF4F 的 亚 基 之 一 。 
是 具有 RNA 解 旋 酶 活性 的 DEAD 家 族 的 RNA 结 
AEA. 与 eIF4B 连接 后 可 结合 到 mRNA 的 前 导 
区 ， 并 在 扫描 核糖 体 亚 基 之 前 除去 发 夹 结构 。 

elF4B: 真 核 生 物 起 始 因子 4B。 在 翻译 起 始 中 帮助 
elF4A 结合 到 mRNA 上 的 RNA 结合 蛋白 。 


eIF4E: 真 核 生 物 起 始 因子 4E。eIF4F 中 的 帽子 结合 
组 分 。 

AF: 真 核 生物 起 始 因子 4F。 真 核 生物 中 参与 转 
录 过 程 的 帽子 结合 复合 体 。 

elF4G: 真 核 生 物 起 始 因子 4G。elF4F 的 亚 基 之 一 。 
是 连接 两 个 不 同 蛋 白质 的 连接 因子 : 与 已 结合 在 
帽子 上 的 eIF4E 结合 ;同时 也 与 已 结合 在 40S 核 
糖 体 颗粒 上 的 elF3 结合 。 通 过 这 种 方式 ,使 40S 
小 亚 基 与 MRNA 的 5' 端 结合 并 开始 扫描 。 也 与 结 
合 poly (A) 的 PABI 结 合 。 

elIF5: 真 核 生物 起 始 因子 5。 促 使 40S 起 始 复合 体 和 
60S 核糖 体 亚 基 结 合 的 真 核 生物 起 始 因 子 。 

elF5B; 真 核 生物 起 始 因子 SB。 真 核 生 物 中 与 原核 
生物 IF2 同 源 的 因子 。 帮 助 elF5 募集 60S 核糖 体 
亚 基 到 起 始 复合 体 。 需 要 GTP 水 解 才 能 从 核糖 体 
被 释放 。 

elF6: 真 核 生物 起 始 因子 6。 与 eIF3 活性 相似 的 真 
核 生物 起 始 因子 。 

electron-density map: 电子 密度 图 。 对 单个 分 子 或 复 
合 分 子 中 电子 密度 的 三 维 表 示 法 。 

electrophile: 亲 电子 试剂 。 在 其 他 分 子 中 寻找 负电 
荷 中 心 并 在 那里 进行 攻击 的 一 种 分 子 。 

eletrophoresis 电泳 。 将 电压 施加 到 带电 分 子 上 并 引 
导 其 移动 的 过 程 。 利 用 这 一 技术 可 以 分 离 DNA、 
RNA 或 蛋白 质 片段 。 

electrophoretic mobility shift assay (EMSA); 电泳 迁 
移 率 变化 测验 。 见 gel mobility shift assay, 

electroporation; 电 穿孔 法 。 用 一 股 强 电流 将 DNA 
导 人 细胞 内 。 

Elk-1， 一 种 激活 因子 ， 也 是 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 信 
号 转 导 的 标 靶 分 子 。 

elongation factor: 延伸 因子 。 与 氨 酰 -tRNA 结合 并 
在 翻译 延伸 阶段 的 转 位 步骤 中 必需 的 蛋白 质 。 

encode: 编码 。 含 有 合成 RNA 或 多 肽 的 信息 。 一 个 
基因 可 以 编码 一 个 RNA 或 一 条 多 肽 。 

end-filling: 末端 填充 。 利 用 三 磷酸 脱氧 核 苷 和 DNA 
聚合 酶 填补 双 链 DNA 3 凹陷 端 。 这 种 技术 常常 被 
用 于 标记 DNA 链 的 3 端 。 

endonuclease; 内 切 核酸 酶 。 在 多 聚 核 苷 酸 链 内 部 进 
行 切割 的 酶 。 

endoplasmic reticulum (ER): 内 质 网 。 字 面 意思 为 
“细胞 内 的 网 状 结构 "， 即 在 细胞 内 合成 并 输出 蛋 
白质 的 膜 网 状 结构 。 

endospores: 内 生 孢 子 。 在 细胞 内 形成 的 休眠 孢子 ， 
像 枯草 杆菌 。 

enhanceosome: 增强 小 体 。 由 增强 子 与 激活 因子 偶 
联 形成 的 复合 体 。 


enhancer: 增强 子 。 促 进 一 个 或 多 个 基因 转录 的 
DNA 元 件 。 增 强 子 一 般 存在 于 其 调控 基因 的 上 
游 ， 但 它们 也 可 以 颠倒 或 在 间距 几 百 甚至 上 千 对 
碱 基 之 外 对 基因 起 调控 作用 。 

enhancer-binding protein: 增强 子 结合 蛋白。 见 acti- 
vator。 

enhancer-blocking: 增强 子 屏障 。 对 增强 子 具 有 负 效 
应 的 绝缘 子 。 

enzyme: 酶 。 通 常 是 一 种 蛋白 质 但 有 时 是 RNA 的 分 
子 ， 可 以 催化 或 加 速 并 引导 一 个 生化 反应 。 

El, E2 and E3 snoRNA; El, E2 和 E3 小 核 仁 
RNA. Jil small nucleolar RNA, 

epidermal growth factor (EGF): 表皮 生长 因子 
(EGF)。 结 合 到 跨 膜 受 体 上 给 细胞 传递 分 裂 信 号 
的 一 类 蛋白质。 

epigenetic， 表 观 遗 传 。 没 有 影响 DNA 碱 基 序 列 改 变 
的 表 型 遗传 。 

epitope tagging: 抗原 决定 徐 标 签 法 。 用 遗传 学 方法 
将 一 小 段 氨基 酸 残 基 ( 抗 原 决 定 簇 标签 法 ) 融合 
到 目的 蛋白 上 。 这 可 使 蛋白 质 通过 抗原 决定 钱 标 
签 法 识别 抗体 进行 免疫 沉淀 进而 被 纯化 。 

ERCC1: 人 类 切 补 修 复 交叉 互补 基因 1。 与 DNA 修 
复 基因 XPF 一 起 ， 在 单 核 苷 酸 切 补 修复 中 切除 损 
伤 DNA 的 5' 端 。 

eRF1: 真 核 生物 释放 因子 1。 这 种 因子 能 识别 3 种 
终止 密码 子 并 从 核糖 体 中 释放 出 合成 完毕 的 多 肽 。 

eRF3: 真 核 生 物 释 放 因子 3。 具 有 依赖 核糖 体 的 
GTP 酶 活性 ， 与 eRF1 协同 从 核糖 体 中 释放 合成 
完毕 的 多 肽 。 

ERK (extracellular signal-regulated kinase): 细胞 外 
信和 号 调节 激酶 。 一 个 由 MEK 激活 的 信号 转 导 丝 
氨 酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 ， 然 后 在 细胞 核 中 激活 
Elk-1 等 激活 因子 。 

error-prone bypass: 易 错 旁 路 。 细 胞 用 哮 啶 二 育 体 或 
非 编码 碱 基 复制 DNA 的 一 种 机 制 。 将 在 DNA 损 
伤 修复 过 程 中 易于 引发 突变 的 DNA RAN OD 
错 DNA RARD 募集 到 损伤 处 并 随机 插入 核 
Tm. 

Escherichia coli {E coli): 大 肠 杆 菌 。 一 种 肠 内 细 
菌 ， 是 研究 细菌 分 子 生物 学 的 最 佳 材料 。 

E site (ribosomal): 出 口 位 点 (核糖 体 )。 印 载 了 酰 
基 的 tRNA 在 离开 核糖 体 时 所 结合 的 出 口 位 点 。 

E site (RNA polymerase): 出 口 位 点 (RNA 聚合 
酶 )。 后 续 进入 的 核 苷 酸 在 转 和 信 〈 包 括 旋转 ) A 位 
点 之 前 所 占据 的 位 点 。 

essential gene set; 必需 基因 族 。 一 组 基因 ， 其 丢失 
会 危及 一 个 有 机 体 的 生命 。 
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EST: 序列 表达 标签 。 见 expressed sequence tag. 

euchromatin: 常 染色 质 。 处 于 伸展 状态 的 染色 质 ， 
RNA 聚合 酶 容易 进入 ， 至 少 具有 潜在 的 活性 ， 染 
色 浅 或 正常 ， 被 认为 含有 大 多 数 基因 。 

eukaryote: 真 核 生物 。 细 胞 中 有 细胞 核 的 一 类 有 
机 体 。 

evolutionarily conserved region (ECR): 进化 保守 区 
域 {ECR)。 在 许多 生物 体 的 DNA 中 所 具有 的 序 
列 ， 可 能 位 于 外 显 子 上 。 

excinuclease: 切除 核酸 酶 。 在 人 的 单 核 苷 酸 切 补 修 
复 中 参与 切除 发 生 损伤 的 赛 核 苷 酸 的 一 类 内 切 核 
酸 酶 。 

excision repair: 切 补 修复 。 对 损伤 DNA 的 修复 ， 涉 
及 去 除 损伤 DNA 并 以 正常 DNA 替代 的 修复 。 

exon; 外 显 子 。 最 终 代表 基因 或 成 熟 转录 产物 的 一 
个 基因 区 域 。 这 个 词 可 同时 用 于 DNA 及 其 RNA 
产物 。 

exon definition: 外 显 子 界定 。 蚤 接 因 子 识别 外 显 子 
末端 的 剪接 方案 。 

exonic splicing enhancer (ESE); 外 显 子 剪接 增强 子 。 
外 显 子 中 一 段 能 促进 剪接 的 区 域 。 

exonic splicing silencer (ESS): 外 显 子 剪 接 沉 默 子 。 
外 显 子 中 一 段 抑制 剪接 的 区 域 。 

exon trapping: 外 显 子 捕获 法 。 通 过 插入 任意 DNA 
片段 到 载体 中 进行 表达 来 克隆 外 显 子 的 一 种 方法 ， 
只 有 完整 的 外 显 子 才能 表达 。 

exonuclease; 外 切 核酸 酶 。 从 末端 向 内 降解 多 聚 核 
苷 酸 的 一 类 酶 。 

exosome; 外 切 酶 体 。 降 解 RNA 的 一 种 蛋白 质 复合 
体 ， 在 细胞 核 和 细胞 质 中 发 现 了 不 同 的 外 切 酶 体 。 

expect value (E value): 期 望 值 (E 值 )。 预 期 随机 
看 见 产生 相应 比特 值 的 匹配 数 。 期 望 值 越 低 ， 匹 
配 越 好 。 

expressed sequence tag (EST) : 表达 序列 标签 。 通 过 
RT-PCR 扩 增 细胞 内 的 mRNA 而 产生 的 一 种 STS 
《序列 标签 位 点 )。 

expression vector: 表达 载体 。 使 被 克隆 基因 表达 的 
一 种 克隆 载体 。 


F 


F plasmid: 下 质粒 。 使 细菌 细胞 间 产 生 接 合 的 一 类 
大 肠 杆菌 质粒 。 

F' plasmid: F 质粒 。 含 有 一 段 宿 主 DNA 的 下 质粒 。 

F: 子 一 代 。 一 个 或 多 个 不 同 基因 型 的 亲本 间 杂 交 
的 后 代 。 

F: 子 二 代 。 两 个 Fi 个 体 杂 交 或 一 个 Pi 个 体 自 交 
的 后 代 。 
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FACT (facilitates chromatin transcription); 促 染色 
质 转录 的 蛋白 质 因 子 。 体 外 通过 核 小 体 促进 转录 
的 一 类 蛋白 质 。 能 与 组 蛋白 H2A 和 H2B RAE 
作 ， 去 除 这 两 个 核心 组 蛋白 可 能 使 核 小 体 趋 于 不 
稳定 。 

far Western blot; 与 Western blot 相似 的 印迹 ， 但 以 
标记 的 蛋白 质 〈 而 不 是 抗体 ) 作 探 针 ， 此 蛋白 质 
可 能 结合 到 印迹 的 蛋白 质 上 。 

ferritin: 铁 蛋白 。 细 胞 内 的 一 类 铁 存 储 和 蛋白 。 

fingerprint (protein): 指纹 (蛋白 )。 当 一 个 蛋白 质 
BT GREAR DIR BE KBD AE 
成 的 特异 性 肽 段 ， 然 后 通过 层 析 可 分 离 这 些 肽 段 。 

FISH (fluorescence in situ hybridation); 荧光 原 位 杂 
交 。 用 一 个 荧光 探 针 与 整 条 染色 体 杂 交 来 确定 一 
个 基因 或 其 他 DNA 序列 在 染色 体 上 所 在 位 置 的 
方法 。 

flap-tip helix; FUME. AMET I RNA 聚合 酶 B 
亚 基 侧 瓣 项 端的 一 个 螺旋 区 ， 在 处 于 转录 终止 
子 位 点 的 RNA 中 它 可 与 暂停 螺旋 环 相互 作用 。 

fluor: 莹 石 。 被 放射 性 发 射 源 激活 而 发 射 光子 的 
物质 。 

fluorescence resonance energy transfer (FRET): 荧光 
共振 能 量 传递 。 一 种 用 于 测量 两 个 分 子 或 同一 大 
分 子 两 个 组 分 之 间距 离 的 分 析 技术 。 其 原理 是 两 
个 彼此 靠近 的 荧光 分 子 之 间 有 共振 能 量 的 转移 ， 
但 转移 效率 随 两 个 分 子 间距 的 增加 而 减弱 。 

Duorescent probe: 荧光 探 针 。 在 荧光 共振 能 量 传递 
实验 中 的 一 个 荧光 分 子 。 

fMet: N- 甲 酰 甲 硫 氨 酸 。 见 N-formyl methionine, 

Fos; AP-1 激活 因子 的 两 个 亚 基 之 一 ( 另 一 个 是 
Jun), 

fragment reaction; 片段 化 反应 。 用 简单 底 物 作为 及 
酰 转移 酶 反应 中 的 替代 物 。 用 与 fMet 连接 的 一 个 
tRNAI” 的 6 ETERU BEA RAKIE-RNA, FAI 
RRP AMARNA, E PEA 
RARE (Mer BME RK, 

frameshift mutation; 移 码 突变 。 在 基因 编码 区 中 由 
于 一 个 或 两 个 碱 基 的 插入 或 缺失 ， 改 变 了 相应 的 
mRNA 可 读 框 。 

free radical: 游离 自由 基 。 没 有 配对 电子 的 非常 活 
路 的 化 学 物质 ， 可 以 攻击 和 损伤 DNA。 

functional genomics: 功能 基因 组 学 。 研 究 生 物 在 不 
同时 间 和 不 同 条 件 下 全 基因 组 的 基因 表达 模式 。 

functional SELEX: 基于 功能 的 指数 方式 富 集 核 酸 配 
基 的 系统 进化 筛选 技术 (systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment, SELEX), — 
种 基于 功能 (如 被 剪接 的 能 力 ) 富 集 核酸 的 SEL- 


EX 方法。 

fusidic acid: 梭 链 孢 酸 。 一 种 在 GTP 水 解 后 阻止 
EF-G 从 核糖 体 释放 的 抗生素 ， 它 将 阻碍 转 位 后 的 
翻译 过 程 。 

fusion protein: 融合 蛋白 。 由 含有 两 个 融合 在 一 起 
的 可 读 框 《ORF) (其 中 的 一 个 或 两 个 可 能 是 不 完 
整 的 ) 的 重组 DNA 所 表达 的 蛋白 质 。 


G 


G protein; GHA. —KR GTP 结合 而 激活 ， 由 自 
身 GTP 酶 水 解 被 结合 的 GTP 为 GDP 而 失 活 的 蛋 
白质 。 

G-segment: G 片段 。 一 个 DNA 片段 ， 它 能 阻 断 拓 
扑 异 构 酶 II 在 表达 活性 时 T 片段 穿行 通道 的 
形成 。 

galactoside permease: 半 乳 糖苷 透 性 酶 。 由 大 肠 杆菌 
乳糖 操纵 子 编码 的 、 将 乳糖 输入 到 细胞 内 的 酶 。 

galactoside transacetylase: 半 乳 糖 背 转 乙酰 酶 。 乳 糖 
操纵 子 编码 的 3 种 酶 之 一 ， 可 使 如 乳糖 中 的 半 乳 
糖 背 乙 酰 化 ,但 它 在 乳糖 操纵 子 中 的 重要 性 还 不 
明了 。 

GAGA box; GAGA 框 。 果 蜗 绝 缘 子 的 元 件 。 

GALA; 通过 与 上 游 调控 元 件 (UASc) 结合 来 激活 
REALE PLO (GAL) 基因 的 转录 因子 。 

gamete: 配子 。 单 倍 体 性 细胞 。 

gamma ray: Y 射线 。 能 使 细胞 组 分 离子 化 的 极 高 能 
量 的 射线 。 产 生 的 离子 可 造成 染色 体 的 断裂 。 

GAP; GIP 酶 激活 因子 蛋白 。 见 GTPase activator 
protein, 

GC box; GC 框 。 一 条 链 上 的 GGGCGG FFF ASA HE 
体 ， 存 在 于 许多 哺乳 动物 的 结构 基因 的 启动 子 中 ， 
为 转录 因子 SP) 的 结合 位 点 。 

GDPCP: 在 8 和 7 磷酸 基 团 之 间 以 亚 甲 基 连 接 的 一 
种 不 能 水 解 的 GTP 类 似 物 。 

gel electrophoresis: 凝 胶 电 泳 。 一 种 在 琼脂 糖 或 聚 丙 
烯 酰胺 胶 上 分 离 某 种 物质 〈 一 般 为 核 苷 酸 或 蛋白 
质 ) 的 电泳 方法 。 

gel filtration; 凝 胶 过 滤 。 根 据 分 子 大 小 进行 物质 分 
离 的 柱状 层 析 方 法 。 由 于 小 分 子 能 进入 凝 胶 珠 也 
而 大 分 子 不 能 进入 ， 所 以 小 分 子 比 大 分 子 需要 更 
长 的 时 间 通 过 柱子 。 

gel mobility shift assay; 凝 胶 阻 滞 分 析 、 凝 胶 迁 移 变 
动 分 析 。 一 种 分 析 DNA 与 蛋白 质 之 间 相 互 结合 
的 方法 。 将 一 段 短 的 被 标记 的 DNA 与 一 种 蛋白 
质 混合 后 电泳 ， 如 果 DNA 结合 到 蛋白 质 上 , 它 
的 电泳 迁移 率 将 会 大 大 降低 。 

gene: 基因 。 和 遗传 的 基本 单元 ， 含 有 生成 一 个 RNA 


或 在 大 多 数 情 形 下 生成 一 个 多 肽 的 信息 。 

gene cloning: 基因 克隆 。 把 一 个 基因 插入 到 如 细菌 
等 生物 中 ， 通 过 与 寄主 一 起 复制 产生 该 基因 的 多 
个 拷贝 。 

gene cluster: 基因 簇 。 真 核 染 色 体 上 定位 在 一 起 的 
一 组 相关 基因 。 

gene conversion: 基因 转换 。 基 因 的 一 种 序列 转换 为 
该 基因 的 另 一 种 序列 。 

gene expression: 基因 表达 。 基 因 形 成 产物 的 过 程 。 

general transcription factor; 通用 转录 因子 。 与 RNA 
聚合 酶 一 起 参与 形成 转录 前 起 始 复合 体 的 真 核 生 
物 蛋白 。 

genetic code; 遗传 密码 。 一 套 由 密码 子 及 其 代表 的 
AEM (或 终止 子 ) 组 成 的 64 个 密码 。 

genetic linkage: 遗传 连锁 。 同 一 染色 体 上 基因 间 的 
物理 关系 。 

genetic mapping: 遗传 作 图 。 确 定 基因 间 的 线性 排列 
硕 序 和 间距 。 

genetic marker: 和 遗传 标记 。 在 基因 组 作 图 中 ， 能 够 
被 用 做 标记 点 的 一 个 突变 基因 或 其 他 特殊 性 状 。 

genome: 基因 组 。 一 个 遗传 体系 中 一 套 完整 的 址 传 
信息 ， 如 细菌 的 基因 组 就 是 其 单个 环形 染色 体 。 

genomic functional profiling: 基因 组 功能 图 谐 。 确 定 
一 个 有 机 体 生 命 的 所 有 阶段 中 所 有 基因 的 表达 
模式 。 

genomic library; 基因 组 文库 。 一 套 直接 来 源 于 基因 
组 而 非 mRNA 的 DNA 片段 克隆 。 

Benomics: 基因 组 学 。 研 究 全 基因 组 的 结构 和 功能 
的 学 科 。 

genotype: 基因 型 。 特 定 个 体 的 等 位 基因 组 成 。 在 一 
个 二 倍 体 个 体 中 位 点 A 的 基因 型 可 能 是 AA、Aa 
或 aa。 

GG-NER: 全 基因 组 单 核 苷 酸 切 补 修复 。 见 globe 
genome NER, 

Sigabase pair (Gb); 10 亿 碱 基 对 。10 亿 个 碱 基 对 。 

Grless cassette: 少 G 框 。 双 链 DNA 片段 的 非 模板 链 
上 缺乏 G。 可 将 少 G 框 置 于 启动 子 控制 下 来 检测 
在 体外 GTP 缺失 时 的 转录 。 因 为 不 需要 GTP， 
所 以 少 G 框 能 产生 转录 产物 ， 但 对 于 其 他 非特 异 
性 的 转录 ， 在 缺少 GTP 时 ， 只 能 产生 很 短 的 转录 
产物 。 

globe genome NER (GG-NER): 全 基因 组 单 核 苷 酸 
切 补 修复 。 可 以 在 全 基因 组 内 移 除 损伤 核 苷 酸 的 
切 补 修复 。 

glucose: 葡萄 糖 。 常 被 许多 生命 形式 作为 能 源 的 一 
种 简单 的 六 碳 糖 。 

glutamine-rich domain: 富 含 谷 氨 酰 胺 结构 域 。 一 个 
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富 含 谷 氨 酰 胺 的 转录 激活 域 。 

glycosidic bond (in a nucleoside): 糖 背 键 (在 核 彰 
中 )。 在 RNA 或 DNA 中 连接 碱 基 和 糖 (核糖 或 
脱氧 核糖 的 键 。 

Golgi apparatus: 高 尔 基 复 合体 。 一 种 能 包装 新 合成 
的 蛋白 质 以 便 向 细胞 外 输出 的 膜 细胞 器 。 

gp5: MDT M13 基因 5 的 产物 。 噬 菌 体 单 链 DNA 
结合 蛋白 。 

ep28: 噬菌体 SP01 基因 28 的 产物 。 鸣 菌 体 中 期 基 
因 特 异性 o 因子 。 

gp32: 噬菌体 T 基因 32 的 产物 。 叭 菌 体 单 链 DNA 
结合 蛋白 。 

gp33 and gp34: MAH ýk SPO] 基因 33 和 34 的 产物 。 
它们 一 起 构成 晚期 基因 特异 性 "因子 。 

gpA: $X174 噬菌体 基因 A EA. FEM DNA 
复制 中 起 重要 作用 ， 作 为 核酸 酶 使 RF 的 一 条 链 
产生 缺 刻 ， 再 行使 解 旋 酶 功能 打开 母 本 双 
$E DNA, 

GRAIL (gene recognition and assembly internet link) : 
基因 识别 及 组 装 互联 网 。 在 数据 库 中 鉴别 基因 的 
程序 。 

GRB2: 一 种 接头 蛋白 ， 含 有 能 识别 一 种 信号 转 导 蛋 
白 上 的 磷酸 酷 氨 酸 的 SH2 结构 域 ， 以 及 另 一 个 能 
识别 其 他 信号 转 导 蛋白 上 的 富 含 且 氮 酸 螺旋 的 
SH3 结构 域 ， 从 而 传递 信号 。 

ERNA: 向 导 RNA。 见 guide RNA (editing). 

group I intron: 型 内 含 子 。 由 一 个 游离 的 鸟 叶 叭 核 
华 或 鸟 嗓 吟 核 苷 酸 启动 的 自我 剪接 型 内 含 子 。 

group H intron: 工 型 内 含 子 。 由 形成 索 套 的 中 间 结 
构 所 启动 的 自我 剪接 型 内 含 子 。 

GTPase activator protein (GAP); GTP 酶 激活 因子 蛋 
自 。 一 种 能 够 激活 G 蛋白 的 内 源 GTP 酶 活性 从 
而 导致 G 蛋白 失 活 的 蛋白 质 。 

GTPase-associated site; GTP 酶 相关 位 点 。 核 糖 体 上 
与 G 蛋白 起 始 、 延 伸 和 终止 因子 相互 作用 并 激活 
其 GTP 酶 活性 的 位 点 。 

guanine (G): SWI, DNA 中 与 胞 喀 喧 配对 的 味 
叭 碱 基 。 

guanine nucleoside exchange protein; ORHEI 
A. E G 蛋白 上 用 GTP 替代 GDP 而 激活 G 蛋 
白 的 一 类 蛋白 质 。 

guanosine: ORM KH. — HA AY ROS AE HY 
BE. 

guide RNA (editing): 向 导 RNA (编辑 )。 结 合 在 
mRNA 前 体 不 同 区 域 上 的 小 RNA， 作 为 编辑 某 
个 区 域 上 游 的 模板 。 

guide sequence (splicing): 向 导 序列 (剪接 )。 一 段 
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RNA 区 域 , 与 RNA 的 其 他 区 域 结合 以 帮助 剪接 
过 程 的 正确 定位 。 


H 


hairpin; 发 夹 。 由 一 条 单 链 DNA 或 RNA 内 的 反 向 
重复 序列 在 分 子 内 的 碱 基 配 对 形成 像 发 夹 样 的 
结构 。 

half-life: 半衰期 。 分 子 群体 中 一 半分 子 消失 所 耗 的 
时 间 。 

haploid: 单 倍 体 。 配 子 中 的 染色 体 数目 《nm)。 

haplotype: 单 倍 体型 。 单 条 染色 体 上 特定 等 位 基因 
类 型 的 组 合 。 

haplotype map: 单 倍 体型 图 。 显 示 单 倍 体型 位 置 的 
基因 组 图 谱 。 

HAT: 组 氨 酸 乙酸 转移 酶 。 见 histone acetyl trans- 
ferase。 

HAT-A; 组 氮 酸 乙酰 转移 酶 A。 一 种 能 使 核心 组 蛋 
白 乙 酰 化 并 在 基因 调控 中 起 作用 的 组 氨 酸 乙酰 转 
移 酶 。 

HAT-B; 组 氨 酸 乙酸 转移 酶 B。 一 种 能 在 组 蛋白 H3 
和 HA 组 装配 成 核 小 体 前 发 生 乙酰 化 的 组 氨 酸 乙 
酰 转移 酶 。 

HCR: 亚 铁血 红 素 控 制 阻 遇 蛋白 。 见 heme-con- 
trolled repressor。 

HDACI and HDAC2: 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 1 和 组 蛋白 
去 乙酰 化 酶 2。 两 种 组 蛋白 去 乙酰 化 酶 。 

heat shock gene: 热 激 基因 。 在 包括 热 等 环境 协 迫 条 
件 下 开启 以 做 出 响应 的 基因 。 

heat shock response: 热 激 响应 。 细 胞 对 热 或 其 他 逆 
境 损伤 的 响应 。 细 胞 启动 编码 分 子 伴侣 的 热 激 基 
因 帮 助 变性 蛋白 重新 折 登 ， 并 启动 蛋白 酶 降解 完 
全 失 活 的 蛋白 质 。 

helicase: 解 旋 酶 。 解 开 多 聚 核 苷 酸 双 螺 旋 的 一 种 酶 . 

helix-loop-helix domain (HLH domain); 螺旋- 环 - 螺 
旋 结 构 域 (HLH 域 )。 蛋 白质 的 一 种 结构 域 ， 能 
够 与 另 一 个 螺旋 - 环 -螺旋 域 通过 形成 卷曲 螺旋 而 
构成 二 聚 体 。 

helix-turmhelix; 螺旋 -转角 -螺旋 。 某 种 DNA 结合 蛋 
白 〈 特 别 是 来 自 原核 蛋白 ) 的 结构 基 序 ， 能 骨 于 
DNA 的 大 沟 内 ， 并 赋予 蛋白 质 与 DNA 结合 的 能 
力 和 特异 性 。 

helper virus (or phage): 协助 病毒 (WEWE). H 
有 缺陷 的 病毒 提供 相应 功能 补偿 的 另 一 种 病毒 ， 
从 而 使 缺陷 病毒 得 以 复制 。 

heme-controlled repressor (HCR): 亚 铁血 红 素 调控 
阻 遇 和 蛋白。 使 elF-2a 磷酸 化 的 一 种 蛋白 激酶 ， 能 
增强 它 与 eIF-2B 的 结合 ， 从 而 阻 断 转录 起 始 。 


hemoglobin; 血红 蛋白 。 在 红 血 细胞 中 红色 携 氧 
蛋白 。 

hereditary nonpolyposis colon cancer (HNPCC): 遗传 
性 非 息肉 结肠 癌 。 由 于 错 配 修复 失败 而 导致 的 一 
种 常见 的 人 类 遗传 性 结肠 癌 。 

heterochromatin: 异 染色 质 。 浓缩 且 无 活性 的 染 
色 质 。 

heteroduplex: 异 源 双 链 核酸 分 子 。 两 条 链 不 完全 互 
补 的 双 链 多 聚 核 苷 酸 。 

heterogeneous nuclear RNA (hnRNA): 核 内 不 均一 
RNA。 在 细胞 核 内 发 现 的 一 类 大 小 不 均一 的 
RNA, 包括 未 剪接 的 前 体 mRNA。 

heteroschizomer: 异 裂 酶 。 识 别 相同 限制 性 位 点 ， 但 
切割 位 置 不 同 的 限制 性 内 切 核酸 酶 。 ` 

heterozygote: 杂 合 子 。 在 一 个 特定 基因 位 点 上 具有 
两 个 不 同形 式 等 位 基因 的 二 信 体 基因 型 ， 如 
AAs 

histone acetyl transferase (HAT): 组 蛋白 乙酰 转移 
酶 。 将 乙酰 CoA 的 乙酰 基 转 移 到 组 蛋白 上 的 一 
种 酶 。 

histone chaperone: 组 蛋白 伴侣 。 将 组 蛋白 负载 到 裸 
露 DNA 上 形成 核 小 体 的 蛋白 质 。 

histone code; 组 蛋白 密码 。 在 对 基因 转录 有 特定 效 
应 的 调控 区 邻近 的 核 小 体 上 存在 的 一 套 组 蛋白 修 
饰 方式 。 

histone fold: 组 蛋白 折 和 又 。 由 两 个 环 连 接 3 个 螺旋 组 
成 的 一 种 组 蛋白 的 结构 基 序 。 

histone methyl transferase (HMTase): 组 蛋白 甲 基 转 
移 酶 。 含 有 能 将 甲 基 转 移 至 核心 组 蛋白 的 染色 质 
重建 功能 域 的 酶 。 

histone; 组 蛋白 。 存 在 于 大 多 数 真 核 染 色 体 上 能 与 
DNA 密切 相连 的 5 种 小 的 碱 性 蛋白 质 。 

HLH domain; 螺旋 - 环 -螺旋 域 。 见 helix-loop-helix 
domain。 

HMG domain; HMG 域 。 在 一 些 结构 转录 因子 上 发 
现 的 一 种 类 似 于 HMG 结构 域 的 区 域 。 

HMG protein; 高 迁移 率 蛋白 。 具 有 高 迁移 率 (高 迁 
移 率 基 团 ) 的 核 蛋白 。 某 些 HMG 蛋白 已 显示 有 
调控 转录 的 作用 。 

HNPCC: 遗传 性 非 息 肉 大 肠 瘤 。 见 hereditary non- 
polyposis colon cancer。 

hnRNA: 核 内 不 均一 RNA。 见 heterogeneous nucle- 
ar RNA。 

hnRNP Al; 异 质 核糖 核 蛋 白 Al, "j ESS 结合 并 协 
助 抑 制 剪接 的 一 种 异 质 核糖 核 蛋 白 。 

hnRNP protein; hnRNP 蛋白 。 与 hnRNA 结合 的 蛋 
白质 。 


Holliday junction; Holliday 联接 。 在 重组 过 程 中 由 
第 一 链 交 换 形 成 的 分 支 DNA 结构 。 

homeobox (HOX): 同 源 异型 框 。 在 同 源 异 型 基因 和 
真 核 细胞 的 发 育 调控 基因 中 发 现 的 一 段 180bp 的 
序列 ， 编 码 一 个 同 源 异 型 结构 域 。 

homeodomain (HD): 同 源 异 型 结构 域 。 一 个 包含 
60 个 氨基 酸 ， 能 与 DNA 结合 的 蛋白 质 结构 域 ， 
可 使 蛋白 质 紧 密 结合 于 特异 DNA 区 域 。 其 结构 
和 与 DNA 互 作 的 模式 类 似 于 螺旋 -转角 -螺旋 域 。 

homeotic gene: 同 源 异型 基因 。 发 生 突变 后 能 导致 
身体 的 某 部 分 转变 为 男 一 部 分 表 型 的 基因 。 

homologous chromosome: 同 源 染色 体 。 除 了 等 位 基 
因 差 异 和 遗传 组 成 外 ， 其 大 小 、 形 状 都 相同 的 染 
色 体 。 

homologous (gene or protein): 同 源 (基因 或 蛋白 )。 
源 于 进化 相关 性 产生 的 相似 性 。 

homologous recombination: 同 源 重组 。 要求 重组 
DNA 分 子 间 有 广泛 的 序列 相似 性 的 重组 。 

homologs; 同 源 基 因 。 由 一 个 共同 祖先 基因 进化 而 
来 的 基因 ， 包 括 直系 同 源 基因 和 旁 系 同 源 基因 。 

homozygote: 纯 合子 。 一 个 特定 基因 座 上 的 两 个 等 
位 基因 都 相同 的 二 倍 体 基 因 型 ， 如 A A R aas 

hormone response element; 激素 应 答 元 件 。 对 结合 于 
配 体 上 的 核 受 体 产生 响应 的 增强 子 。 

housekeeping gene: 看 家 基因 。 编 码 所 有 类 型 细胞 基 
本 生命 过 程 所 需 蛋 白质 的 基因 。 

HPL; 一 个 与 组 蛋白 甲 基 转移 酶 相关 并 且 含有 染色 
质 重建 功能 域 的 蛋白 质 。 

HTF island; HTF 岛 。 见 CpG island, 

human endogenous retrovirus; 人 类 内 源 反 转 录 病 毒 。 
人 类 细胞 中 的 一 种 转 座 缺 陷 且 含 有 LTR 的 反 转 录 
转 座 子 。 

human immunodeficiency virus (HIV): 人 类 免疫 缺 
陷 病 毒 。 导 致 获 得 性 免疫 缺陷 综合 征 〈AIDS) 的 
反 转 录 病 毒 。 

HU protein; HU 蛋白 。 一 类 诱导 oriC 弯曲 从 而 促使 
开放 复合 体形 成 的 、 小 的 DNA 结合 蛋白 。 

hybrid dysgenesis; 杂种 不 育 。 在 果 蝇 中 观察 到 的 两 
个 特定 亲本 的 杂种 后 代 因 染色 体 损伤 过 多 而 不 育 
的 一 种 现象 。 

hybridization (of polynucleotide); (多 聚 核 苷 酸 的 ) 
和 杂交。 两 条 来 源 不 同 的 多 聚 核 苷 酸 链 形成 的 双 链 
结构 。 

hybrid polynucleotide: AAS RARE. SRK 
苷 酸 杂 交 的 产物 。 

hydrogen bond network: 氢 键 网 络 。 两 个 及 两 个 以 上 
分 子 间 的 氢 键 网 络 。 
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hydroxyl radical: 羟基 自由 基 。 含 有 未 配对 电子 的 羟 
基 基 团 。 它们 是 高 度 活跃 的， 并 可 攻击 和 打 断 
DNA。 因 此 成 为 足迹 法 的 有 效 试剂 。 

hydroxyl radical cleavage analysis; 羟基 自由 基 裂 解 分 
析 。 见 hydroxyl radical probing. 

hydroxyl radical probing: 羟基 自由 基 探 测 。 一 种 探 
测 蛋 白质 在 RNA 上 结合 位 置 的 技术 。 将 含 铁 离 
子 Fe) 的 化 合 物 连接 到 蛋白 质 的 半 胱 氨 酸 上 ， 
然后 使 该 蛋白 质 再 结合 于 一 个 RNA 或 一 个 含 
RNA 的 复合 体 上 。 由 该 铁 离子 产生 的 羟基 自由 基 
可 以 打 断 邻近 位 点 的 RNA， 这 种 断裂 可 以 通过 引 
物 延伸 实验 进行 检测 。 

hyperchromic shift: 增色 转变 。DNA 溶液 变性 时 可 
表现 在 260nm 处 吸光 值 增加 的 反应 。 


I 


identity element: 认同 元 件 。 能 被 一 个 DNA 结合 域 
识别 的 碱 基 或 其 他 DNA 元 件 。 

IFI; (翻译 ) 起 始 因 子 1。 经 过 一 轮 翻 译 后 能 促使 
核糖 体 解 离 的 原核 生物 翻译 起 始 因 子 ， 也 能 增加 
其 他 两 类 翻译 起 始 因子 的 活性 。 

IF2: (WE) 起 始 因子 2。 负 责 将 fMertMet'” 结合 
到 核糖 体 的 原核 生物 翻译 起 始 因子 。 

IF3: (翻译 ) BMAF 3。 负 责 将 mRNA 结合 到 核 
糖 体 以 及 在 完成 一 轮 翻译 后 保持 核糖 体 亚 基 处 于 
分 离 状 态 的 原核 生物 翻译 起 始 因子 。 

immune (A phage): 免疫 (和 噬菌体)。 一 个 入 噬 菌 
体 的 溶 源 性 细菌 如 果 不 能 被 第 二 种 噬菌体 感染 ， 
那么 它 对 另 一 种 入 噬菌体 的 超 感染 是 免疫 的 。 

immunity region: 免疫 区 。》 噬菌体 或 类 似 于 入 噬 菌 
体 的 调控 区 ， 包 含 阻 过 物 基因 和 被 该 阻 遇 物 识别 
的 操纵 基因 。 

immunoblot; 免疫 印迹 。 见 Western blotting. 

immunoglobulin (antibody): 免疫 球 蛋白 (抗体 )。 

-种 能 够 非常 特异 地 与 人 侵 物 质 结合 并 警示 个 体 
的 免疫 防御 系统 摧毁 人 侵 者 的 蛋白 质 。 

immunoprecipitation: 免疫 沉淀 反应 。 标 记 蛋 白 与 一 
个 特异 抗体 或 抗 血 清 作 用 ， 然 后 通过 离心 进行 沉 
淀 的 技术 。 一 般 用 电泳 和 放射 性 自 显影 检测 被 沉 
淀 的 蛋白 质 。 

in cis: 顺 式 排列 。 两 个 基因 同时 位 于 同一 条 染色 体 
上 的 状态 。 

in silico: 计算 机 模拟 。 仅 通过 计算 机 (其 中 的 硅 
aS) 运行 。 

intrans: 反 式 排列 。 两 个 显 性 基因 位 于 不 同 染色 体 
上 的 状态 。 

incision; 切割 。 用 内 切 核酸 酶 切割 DNA E. 
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inclusion body: 包含 体 。 大 肠 杆菌 中 由 于 外 源 基 因 
高 水 平 表 达 所 形成 的 不 溶性 蛋白 质 集合 体 。 它 们 
通常 是 没有 活性 的 ， 但 常常 可 以 通过 变性 和 复 性 
恢复 活性 。 

independent assortment; 独立 分 配 。 备 德尔 发 现 的 一 
个 法 则 ， 认 为 在 不 同 染色 体 上 的 基因 是 独立 遗 
传 的 。 

inducer; 诱导 物 。 一 种 解除 操纵 子 负 调 控 的 物质 。 

initiation factor; 起 始 因子 。 帮 助 催化 翻译 起 始 的 一 
种 蛋白 质 。 

initiator; 起 始 子 。 转 录 起 始 位 点 附近 的 一 个 位 点 ， 
它 对 某 些 条 类 启动 子 的 转录 效率 十 分 重要 ， 尤 其 
是 缺少 TATA 盒 的 启动 子 。 

in-line probing: 串联 探测 。 通 过 测量 RNA 被 裂解 
的 难 易 程 度 进而 检测 RNA 中 二 级 结构 的 方法 。 
无 结构 的 RNA 更 容易 呈现 反应 物 的 串联 排列 ， 
更 易 被 裂解 。 

INO80; 一 种 与 SW12/SNF2 同 源 的 酵母 核 小 体重 建 
因子 。 

inosine (1): XRRR. A4 A i Oe MG 
RT DOR ME 

insertion sequence (IS): 插入 序列 。 细 菌 中 发 现 的 
一 种 仅 包 含 末端 反 向 重复 序列 和 转 座 所 需 基因 的 
简单 转 座 子 。 

in situ hybridization; 原 位 杂交 。 将 被 标记 的 探 针 直 
接 与 生物 样本 〈 如 胚胎 切面 甚至 是 伸展 状态 的 染 
色 体 ) 进行 杂交 ， 以 寻找 基因 或 基因 的 转录 物 。 

insulator: 绝缘 子 /隔离 子 。 屏 蔽 一 个 基因 的 增强 子 
正 效应 或 沉默 子 负 效应 的 DNA 元 件 。 

insulator body: 绝缘 /隔离 小 体 。 两 个 或 多 个 绝缘子 
与 其 结合 蛋白 的 复合 体 。 

integrase: 整合 酶 。 能 将 一 段 核 背 酸 整合 到 另 一 段 核 
华 酸 中 的 酶 。 例 如 ， 整 合 一 个 反 转 录 病 毒 的 原 病 
毒 到 宿主 基因 组 中 。 

intensifying screen; 增 感 屏 。 一 种 增强 由 放射 性 物质 
产生 的 放射 自 显影 信号 的 屏 。 该 屏 包含 能 被 放射 
性 的 发 射 源 激活 发 射 光 子 的 气 类 物质 。 

interactome: 互 作 组 。 有 机 体 中 所 有 蛋白 质 间 相 互 
作用 的 总 和 。 

intercalate; 插入 。 插 入 到 两 个 DNA 碱 基 对 之 间 。 

interferon; 干扰 素 。 一 种 由 双 链 RNA 激活 的 在 细 
胞 中 具有 多 种 作用 的 抗 病毒 蛋白 。 

intergenic suppression: 基因 间 抑 制 。 一 个 突变 基因 
抑制 另 一 个 突变 基因 的 表 型 。 

intermediate: 中 间 物 。 生 化 途径 中 的 一 种 底 物 -产物 
形式 。 

internal guide sequence: 内 部 引导 序列 。 具 有 自我 前 


接 内 含 子 特征 的 核 酶 内 的 一 个 区 域 ， 能 将 RNA 
的 其 他 部 分 置 于 被 催化 的 位 置 。 

internal ribosome entry sequence (IRES): 内 部 核糖 
体 进入 序列 。 能 使 核糖 体 无 须 从 转录 物 5 端 扫描 ， 
而 直接 在 转录 物 中 部 结合 并 翻译 的 序列 。 

intervening sequence (IVS): 间隔 序列 。 见 intron, 

intracistronic complementation: 顺 反 子 内 互补 作用 。 
同一 基因 内 的 两 个 突变 间 的 互补 。 通 过 不 同 缺 陷 
单 体 之 间 的 合作 ， 可 形成 一 个 有 活性 的 穿 聚 蛋白 
时 发 生 。 

intrinsic terminator; 内 在 终止 子 。 一 种 不 需要 其 他 
终止 因子 〈 如 因子) 帮助 的 细菌 终止 子 。 

intron: 内 含 子 。 打 断 基因 转录 部 分 的 一 段 区 域 。 内 
含 子 是 被 转录 的 ， 但 在 转录 物 成 熟 过 程 中 将 被 前 
接 掉 。 这 个 词 也 指 DNA 及 其 RNA 产物 的 间隔 
序列 。 

intron definition: 内 含 子 界定 。 剪 接 因子 识别 内 含 
子 末端 的 一 种 剪接 模式 。 

intronic silencing element: 内 含 子 沉默 元 件 。 内 含 子 
中 抑制 剪接 的 区 域 。 

inverted repeat; 反 向 重复 。DNA 的 对 称 序列 ， 
DNA 双 链 中 一 条 链 的 正 向 阅读 和 互补 的 反 向 阅读 
序列 是 相同 的 ， 如 GGATCC 

CCTAGG 

IRE; 金属 反应 元 件 。 见 iron response element, 

iron response element (IRE): 铁 响 应 元 件 。mRNA 
非 翻译 区 的 一 个 茎 - 环 结构 ， 与 铁 调节 蛋白 结合 后 
反 过 来 影响 mRNA 的 寿命 或 翻译 能 力 。 

iron regulatory protein (IRP); 铁 调节 蛋白 。 与 IRE 
结合 的 蛋白 质 。 又 见 aconitase。 

IRP; 见 iron regulatory protein, 

isoaccepting species (of (RNA): (tRNA 的 ) 同 工 受 
体型 。 可 以 负载 同样 氨基 酸 的 两 个 或 多 个 tRNA。 

isoelectric focusing: 等 电 聚 焦 。 根 据 pH 梯度 电泳 蛋 
白质 的 混合 物 直到 每 种 蛋白 质 都 停滞 在 与 它 等 电 
点 相同 的 pH。 因 为 蛋白 质 在 其 等 电 点 处 无 净 电 
荷 ， 因 此 它们 不 再 向 阳极 或 阴极 移动 。 

isoelectric point; 等 电 点 。 蛋 白质 无 净 电 荷 时 的 pH. 

isoschizomer: 同 裂 酶 。 识 别 、 切 割 相同 限制 性 位 点 
中 相同 位 置 的 两 种 或 多 种 限制 性 内 切 核酸 酶 。 

ISW: 一 类 帮助 染色 质 重 建 的 辅 激活 因子 家 族 。 
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joining region (J); 连接 区 。 编 码 可 变 区 最 后 13 个 
氨基 酸 的 一 段 免疫 球 蛋 白 基因 序列 。 多 个 连接 区 
中 的 一 个 区 域 通 过 染色 体重 排 被 连接 到 可 变 区 的 
其 余部 分 ， 从 而 产生 更 多 的 基因 多 样 性 。 


joint molecule: 接合 分 子 。 大 肠 杆菌 同 源 重组 过 程 
中 联 会 后 期 的 中 间 产 物 ， 此 时 已 开始 链 的 交换 ， 
两 条 DNA 链 互相 缠绕 在 一 起 。 

Jun: AP-1 激活 因子 的 两 个 亚 基 之 一 
Fos). 


( 另 一 个 是 
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keto tautomer; 酮 基 互 变异 构 体 。 在 核 苷 酸 中 发 现 的 
尿 喀 啶 、 胸 腺 喀 啶 和 乌 味 叭 的 正常 互 变 体 。 

kilobase pair (kb): 千 碱 基 对 。1000 个 碱 基 对 。 

Kinetic experiment: 动力 学 实验 。 测 量 反应 动力 学 
(速度 ) 的 实验 。 由 于 化 学 反应 在 很 短 时 间 内 发 
生 ， 因 而 要 求 快速 测量 。 

kinetoplast: 动 基体 。 锥 体 虫 的 线粒体 。 由 许多 微 环 
和 大 环 基因 组 成 。 

Klenow fragment; Klenow 片段 。DNA 聚合 酶 1 通过 
和 蛋白酶 水 解 得 到 的 一 个 片段 ， 缺 少 母 体 酶 的 5' 一 
3' 外 切 核酸 酶 活性 。 

known gene: 已 知 基因 。 从 基因 组 测序 计划 得 到 的 
与 前 期 已 鉴定 过 的 基因 一 致 的 基因 。 

Kozak’s rule; Kozak 法 则 。 真 核 翻 译 起 始 信号 附近 
保证 准确 翻译 需要 的 一 组 最 佳 核 苷 酸 序 列 。 
Kozak 法 则 最 重要 的 是 与 AUG 起 始 密码 子 相关 的 
一 3 位 碱 基 应 该 是 嘎 哈 ， 最 好 是 腺 嗓 哈 ， 十 4 位 碱 
基 应 该 是 G。 

Ku; DNA-PK 中 含 ATP 酶 的 调节 亚 基 。 与 由 染色 
体 断 裂 形 成 的 双 链 DNA 末端 结合 ， 在 末端 连接 
发 生 之 前 起 保护 作用 。 
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Li: 一 种 在 人 类 大 量 存在 的 LINE 因子 ， 至少 有 
100 000 拷贝 ， 约 占 人 类 基因 组 的 15%。 

lacA: 编码 半 乳 糖 乙酰 转移 酶 的 大 肠 杆 菌 基因 。 

lack; 编码 乳糖 操纵 子 阻 过 物 的 大 肠 杆菌 基因 。 

lac operon; 乳糖 操纵 子 。 编 码 细胞 乳糖 代谢 酶 的 操 
纵 子 。 

lac repressor; 乳糖 阻 遇 物 。 大 肠 杆菌 iacT 基因 产 
物 ， 该 蛋白 质 形成 一 个 四 诊 体 结合 到 乳糖 操纵 子 
上 ， 从 而 阻 过 乳糖 操纵 子 。 

lactose: 驰 糖 。 由 半 乳 糖 和 葡萄 糖 两 个 单 糖 组 成 的 
双 糖 。 

lacY: 编码 半 乳 糖 透 性 酶 的 大 肠 杆 菌 基因 。 

lacZ: 编码 f 半 乳糖 苷 酶 的 大 肠 杆 菌 基 因 。 

lagging strand: 后 随 链 。DNA 半 保 留 复制 模型 中 分 
BRA mH. 

large T antigen: 大 T 抗 原 。SV40 病毒 早期 区 域 的 
主要 产物 。 一 种 与 病毒 ori 位 点 结合 并 解 旋 DNA 
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链 以 便于 引物 合成 的 DNA 解 旋 酶 。 也 可 以 导致 
哺乳 动物 细胞 的 恶性 转化 。 

lariat; 套 索 。 命 名 某 些 剪接 反应 中 形成 的 套 索 形 中 
间 产 物 。 

leader; 前 导 区 。mRNA 5 端的 一 段 不 翻译 的 碱 基 序 
列 〈5 非 翻 译 区 )。 

leading strand; 前 导 链 。DNA 半 保 留 复 制 模型 中 连 
续 性 合成 的 链 。 

LEF-1: 淋巴 样 增强 子 结合 因子 ,一 种 结构 性 转录 
因子 。 

leucine zipper: 亮 氮 酸 拉 链 。 一 种 DNA 结合 蛋白 的 
结构 域 ， 其 中 几 个 亮 氨 酸 按 一 定 的 间隔 规律 排列 。 
这 种 结构 有 利于 与 另 一 个 亮 氨 酸 拉链 形成 二 聚 体 。 
此 二 聚 体 可 与 DNA 特异 性 结合 。 

LexA: 大 肠 杆菌 lerA 的 基因 产物 。 作 用 之 一 是 
umuDC 操纵 子 的 阻 过 物 。 

light repair; 光 修复 。 见 photoreactivation。 

LIM homeodomain (LIM-HD) activator; LIM 同 源 
域 激活 因子 。 与 CLIM 辅 激活 因子 和 RLIM 辅 阻 
歇 物 相关 的 激活 因子 。 

limited proteolysis， 有 限 蛋白 酶 解 。 用 蛋白 水 解 酶 温 
和 处 理 ， 使 蛋白 质 分 解 为 各 结构 域 的 组 分 。 

LINE: 长 散布 元 件 。 见 long interspersed element。 

linker scanning mutagenesis; 接头 分 区 诱 变 。 利 用 合 
LATTE SE BFR GRA) 替换 天 然 DNA 中 的 
小 片段 〈 大 约 10bp) 而 产生 的 成 入 突变 。 

liposome: 脂 质 体 。 一 种 被 包 庄 的 小 泡 。 用 以 介 导 
DNA 进入 细胞 。 

liquid scintillation counting: 液体 闪烁 计数 。 通 过 一 
种 闪烁 的 液体 包围 某 种 物质 来 测定 此 物质 的 放射 
性 的 技术 。 这 种 闪烁 液 含有 氛 类 物 能 够 被 具有 放 
射 性 的 发 射 源 激活 而 发 射 光子 。 

locus (loci, pl. ): 基因 座 (复数 loci), HAERE 
体 上 的 位 置 ， 通 常 与 基因 同 义 。 

locus control region (LCR): 基因 座 控制 区 。 一 段 染 
色 质 区 域 ， 如 球 蛋 白 基 因 相 关 区 域 ， 它 可 确保 相 
关 基 因 的 活性 ， 而 这 与 染色 体 的 位 置 无 关 。 

long interspersed element (LINE): 长 散布 元 件 。 在 
哺乳 动物 中 最 丰富 的 非 LTR 反 转 录 转 座 子 。 

long terminal repeat (LTR): 长 末端 重复 序列 。 在 反 
转录 病毒 的 原 病毒 或 合 LTR 反 转 录 转 座 子 的 两 端 
发 现 的 长 几 百 个 DNA 碱 基 对 的 区 域 。 

looping out: 环 凸 。 结 合 在 一 个 DNA 分 子 的 相距 较 
远 位 点 上 的 DNA， 结 合 蛋 白 同时 发 生 相互 作用 的 
过 程 ， 可 引起 两 个 位 点 间 的 DNA 形成 一 个 环 。 

LTR: 长 末端 重复 序列 。 见 long terminal repeat. 

LTR-containing retrotransposon: & LTR 的 反 转 录 转 
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座 子 。 两 端 含有 LTR 的 反 转 录 转 座 子 。 除 了 不 涉 
及 传染 性 病毒 外 ， 其 复制 方式 与 反 转 录 病 毒 相同 。 
luciferase: WER, HARK HLHI REHE 
易 检 测 的 化 学 发 光 的 酶 。 萤 火 虫 的 萤 光 素 酶 基因 
常 在 真 核 细胞 转录 和 翻译 实验 中 作为 报告 基因 。 
luxury gene: 奢侈 基因 。 编 码 特殊 细胞 产物 的 基因 。 
lysis: 裂解 。 使 细胞 膜 破裂 ， 如 烈性 星 菌 体 所 引 
起 的 。 
lysogen: 溶 源 体 。 带 有 原 噬菌体 的 细菌。 
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MadMax: 哺乳 动物 的 一 个 阻 过 物 。 

MAPK; 分 裂 素 激活 的 蛋白 激酶 。 见 mitogen activa- 
ted protein kinase。 

mariner; 人 类 的 一 种 缺陷 型 转 座 子 ， 仅 依据 以 前 的 
推测 ， 它 可 直接 通过 DNA 复制 进行 转 座 。 

marker: 标记 。 在 基因 组 的 已 知 位 点 上 作为 标识 的 
基因 或 突变 。 

Maskin; 一 种 非洲 爪 蜡 蛋白 ， 它 通过 与 CPEB 和 
elF4E 的 结合 抑制 细胞 周期 蛋白 B 的 mRNA 翻 
译 ， 并 阻止 elF4E 与 eIF4G 结合 。 当 CPEB BY 
酸化 而 离开 复合 体 后 ，Maskin 就 释放 出 eIF4E， 
随后 启动 翻译 。 

mass spectrometry; 质谱 分 析 。 使 分 子 发 生 离 子 化 并 
将 其 发 射 至 标 报 上 的 一 种 高 分 辩 率 分 析 技术 。 假 
定 其 均 为 带 有 电荷 的 单 体 分 子 ， 则 它们 飞行 至 标 
靶 所 需 时 间 与 其 质量 相关 。 质 量 提供 了 有 关 分 子 
性 质 的 重要 信息 。 

maternal gene: 母 本 基因 。 人 母体 卵子 发 生 过 程 中 所 
表达 的 基因 。 

maternal message: 母 本 信息 。 受 精 前 卵 母 细胞 产生 
的 mRNA。 许 多 母 本 信息 在 受精 前 保持 着 不 翻译 
状态 。 

maternal mRNA; 见 maternal message, 

maxicircle; 大 环 。 动 基体 中 发 现 的 20 一 40kb 的 环 
状 DNA。 含 有 基因 〈 隐 秘 基因 ) 和 编码 某 些 动 基 
体 的 gRNA, 

mediator: 中 介 因子 。 一 种 与 激活 因子 结合 并 能 帮助 
激活 因子 促进 前 起 始 复合 体 组 装 的 酵母 辅 激活 
因子 。 

megabase pair (Mb): 兆 碱 基 对 。100 万 碱 基 对 。 

meiosis: 减 数 分 裂 。 产 生 只 含 亲本 细胞 一 半 染色 体 
数目 的 配子 GRAF) 的 细胞 分 裂 。 

MEK (MAPK/ERK kinase); MAPK/ERK 激酶 。 一 
种 由 Raf 激活 信号 转 导 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 ， 
并 通过 磷酸 化 激活 ERK 的 酶 。 

Mendelian genetics: 孟 德 尔 遗 传 学 。 见 transmission 


genetics, 

merodiploid: BRE. AE RHA OAH 
化 的 细菌 。 

message: 信息 。 见 mRNA. 

messager RNA: 信使 RNA。 见 mRNA. 

methylation interference assay: 甲 基 化 干扰 分 析 。 一 
种 检测 能 与 特殊 蛋白 质 发 生 相 互 作用 的 DNA 位 
置 的 重要 方法 ， 这 种 DNA 甲 基 化 位 点 干扰 其 与 
蛋白 质 的 结合 。 

micrococcal nuclease: 微 球菌 核酸 酶 。 一 种 能 降解 核 
小 体 之 间 DNA 的 核酸 酶 ， 仅 留 下 核 小 体 DNA 
的 酶 。 

microRNA (miRNA): 微小 RNA (miRNA)。 一 种 
在 细胞 中 自然 产生 的 18 一 25nt 的 小 RNA， 可 通 
过 使 特定 的 mRNA 降解 或 阻止 其 翻译 来 控制 靶 基 
因 的 表达 。 

mierosatelite; 微 卫星 。 一 种 短 的 串联 重复 多 次 的 
DNA 序列 (通常 2~4bp) 。 特 定 的 微 卫星 以 不 同 
的 长 度 散 布 在 真 核 生物 基因 组 中 。 

minicircle; 微 环 。 在 动 基体 中 发 现 的 1 一 3kb 环 状 
DNA， 编 码 动 基体 中 的 一 些 gRNA。 

minimal genome: 最 小 基因 组 。 维 持 有 机 体 生命 的 
最 少 的 基因 和 集合 。 

minisatellite; 小 卫星 。 一 种 通常 12bp 或 更 长 ， 且 串 
联 重 复 多 次 的 短 序列 。 

minus ten box (一 10 box); 一 10 框 。 位 于 大 肠 杆菌 
基因 启动 子 元 件 中 心 转录 起 始 位 点 上 游 约 10bp 的 
一 段 保守 序列 。 

minus thirty-five box (一 35 box): 一 35 框 。 位 于 大 
肠 杆菌 基因 启动 子 元 件 中 心 转录 起 始 位 点 上 游 约 
35bp 的 一 段 保 守 序列 。 

miRISC; 果 蜗 中 与 miRNA 一 起 参与 基因 表达 调控 
的 RISC。 

mismatch repair; 错 配 修复 。 在 随机 情况 下 尤其 是 
对 在 编辑 过 程 中 渗入 到 新 合成 DNA 中 的 错 配 碱 
基 的 修复 机 制 。 

missense mutation: 错 义 突变 。 密 码 子 中 一 个 碱 基 的 
改变 导致 相应 蛋白 质 氨 基 酸 的 改变 。 

mitogen: 分 裂 素 。 一 种 能 促进 细胞 分 裂 的 物质 ， 如 
激素 或 生长 因子 。 

mitogen activated protein kinase (MAPK): 受 分 裂 素 
激活 的 蛋白 激酶 。 由 生长 因子 等 分 裂 素 启动 的 信 
号 转 导 导 致 被 磷酸 化 激活 的 一 种 蛋白 激酶 

mitosis; 有 丝 分 裂 。 产 生 与 含有 亲 代 细胞 相同 核 物 
质 的 两 个 子 代 细 胞 的 细胞 分 裂 。 

model organism: 模式 生物 。 蔡 代 人 类 用 以 研究 的 生 
物 。 选取 条 件 如 下 ， 基因 组 较 小 、 生 长 周期 短 ， 


容易 进行 基因 操作 。 

molecular chaperone; 分 子 伴侣 。 见 chaperones, 

MI RNA: RNase P 的 RNA 催化 亚 基 。 

mRNA (messenger RNA): 信使 RNA。 携 带 一 种 或 
多 种 蛋白 质 遗 传 信息 的 转录 物 。 

Mod2p: 酵母 的 剪接 因子 ， 它 能 与 3' 甬 接点 和 分 支 
点 桥 结 蛋白 结合 〈《BBP) ， 从 而 可 以 锚 定 外 显 子 - 
内 含 子 界限 内 的 3 剪接 位 点 。 

multiple cloning site (MCS); 多 克隆 位 点 。 在 克隆 载 
体 中 的 一 段 随机 分 布 着 多 个 限制 性 内 切 核酸 酶 位 
点 的 区 域 ， 此 区 内 可 插入 外 源 DNA, 

mutagen; 诱 变 剂 。 可 诱导 有 机 体 发 生 突变 的 物质 。 

mutant; 突变 体 。 至 少 在 一 处 发 生 突变 的 生物 体 或 
遗传 体系 。 

mutation; 突变 。 由 DNA 的 碱 基 改变 或 染色 体 变异 
造成 的 遗传 变异 的 最 初 来 源 。 自 发 突变 往往 无 法 
解释 ， 而 诱发 突变 则 是 由 于 特殊 的 诱 变 剂 引起 。 

mutator mutant; 增 变 突 变 体 。 突 变 累 积 速度 快 于 野 
生 型 的 突变 体 。 
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N: 编码 抗 终止 蛋白 N 的 入 噬菌体 基因 。 

N: NN 基因 产物 ， 抑 制定 位 在 和 噬菌体 早期 基因 之 
后 的 转录 终止 的 抗 终止 蛋白 。 

N utilization site (nut site); N 利用 位 点 (nut 位 
点 )。 入 噬菌体 早期 基因 上 的 一 个 位 点 ， 可 使 N 发 
挥 其 抗 终止 的 作用 。nut 位 点 的 转录 可 提高 相应 
的 NN 的 转录 。N 可 与 能 结合 RNA 聚合 酶 的 多 种 
蛋白 质 相互 作用 ， 从 而 使 聚合 酶 在 早期 基因 后 忽 
视 终 止 信号 而 表现 转录 通读 。 

NAS; 见 nonsense-associated altered splicing. 

NC2; 见 negative cofactor 2, 

N-CoR/SMRT; 哺乳 动物 中 与 核 受 体 协同 作用 的 辅 
LEELA 

ncRNA; 见 noncoding RNA, 

negative cofactor 2 (NC2): AM AF 2. Hi > 
DPE 的 启动 子 转录 ， 但 抑制 含 TATA 盒 的 启动 子 
转录 的 蛋白 质 。 

negative control; 负 调控 。 一 种 调控 系统 ， 当 调控 蛋 
A GIRY) 被 去 除 后 基因 的 表达 才能 开启 。 

neoschizomer: 见 heteroschizomer。 

NER: Jil nucleotide excision repair, 

Neurospora crassa: 粗糙 脉 孢 菌 。 一 种 常见 的 面包 
ii. h Beadle 和 Tatum 培育 出 来 ， 可 用 于 遗传 
研究 。 

NF-kB: 见 nuclear factor kappa B. 

N-formyl methionine (fMet): 六甲 酰 甲 硫 氨 酸 。 细 
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菌 翻译 的 起 始 氨基 酸 。 

nick: 缺口 。 单 链 DNA 上 的 一 个 断裂 。 

nick translation: 缺口 平移 。DNA 聚合 酶 在 对 DNA 
缺 只 下 游 的 链 进行 降解 的 同时 ， 在 缺口 后 合成 新 
链 的 过 程 。 结 果 导 致 了 缺口 向 DNA 链 3 端 方向 
发 生 了 移动 。 

nitrocellulose: 硝酸 纤维 素 。 一 种 经 化 学 处 理发 生 改 
变 从 而 可 吸附 单 链 DNA 和 蛋白 质 的 纸 。 用 于 与 
标记 探 针 杂交 前 的 DNA 吸附 和 与 抗体 反应 前 蛋 
白质 的 吸附 。 

NMD; 见 nonsense-mediated mRNA decay, 

node: 结 点 。 共 环 体 中 两 环 的 相互 交叉 点 。 

nonautonomous refrotransposon: 非 自主 型 的 反 转 录 
转 座 子 。 一 种 不 具 长 末端 重复 序列 的 转 座 子 ， 不 
能 编码 蛋白 质 ， 所 以 需 依 赖 其 他 反 转 录 转 座 子 进 
行 转 座 。 

noncoding base; 非 编码 碱 基 。 一 种 不 能 与 自然 界 中 
的 任何 碱 基 正 确 配对 的 DNA BRAE (An 3- 甲 基 岛 
mE), 

noncoding RNA (ncRNA): 非 编码 RNA (ncRNA). 
不 编码 蛋白 质 的 转录 物 。 又 见 transcripts of un- 
known function 〈 未 知 功能 转录 产物 ) 。 

nonhomologous end-joining: 非 同 源 部 的 连接 。 真 核 
生物 中 一 种 修复 双 链 DNA 断裂 〈 染 色 体 断裂 ) 
的 机 制 。 

non-LTR retrotransposon: 无 -LTR 反 转 录 转 座 子 。 
一 种 缺少 长 末端 重复 序列 (LTR) 的 反 转 录 转 座 
子 ， 复 制 机 制 不 同 于 有 LTR 的 反 转 录 转 座 子 。 

nonpermissive condition; 非 许可 条 件 。 条 件 突变 基 
因 产 物 在 这 些 条 件 下 不 能 发 挥 作用 。 

nonreplicative transposition: 非 复制 型 转 座 。 转 座 子 
在 从 DNA 的 一 个 位 置 转 座 到 另 一 位 置 的 过 程 中 
不 进行 复制 的 一 种 转 座 模式 ， 转 座 后 在 原来 的 位 
置 无 相应 的 拷贝 存在 。 

nonsense codons UAG, UAA, and UGA; 无 义 密码 子 
UAG, UAA 和 UGA。 这 些 密码 子 使 核糖 体 停止 合 
成 蛋白 质 。 

nonsense-associated altered splicing (NAS): 无 义 相关 
选择 性 剪接 。 真 核 生物 对 提前 出 现 终止 密码 的 处 
理 系 统 。 当 提前 出 现 的 终止 密码 与 起 始 密码 位 于 
同一 可 读 框 的 现象 被 检测 出 时 ，NAS 系统 就 会 激 
活 选择 性 剪接 程序 ， 除 去 包含 提前 出 现 终止 密码 
的 前 体 mRNA 部 分 。 

nonsense-mediated mRNA decay (NMD): 无 义 密码 
子 介 导 的 mRNA 降解 。 真 核 生 物 降解 提前 出 现 终 
止 密码 的 系统 。 当 在 mRNA 中 出 现 一 个 下 游 去 稳 
定 元 件 与 一 个 无 义 密码 子 之 间 的 距离 过 长 ， 细 胞 
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就 会 把 无 义 密码 子 识别 为 提前 出 现 的 终止 密码 而 
将 其 mRNA 降解 

monsense mutation: 无 义 突变 。 在 基因 编码 区 出 现 的 
提前 终止 密码 突变 。 包 括 琥珀 突变 (UAG), Ht 
ARE (UAA) 和 乳白 突变 (UGA). 

non-stop mRNA: 无 终止 mRNA。 没 有 终止 密码 子 的 
mRNA, 

nontemplate DNA strand: 非 模板 DNA 链 。 与 模板 链 
互补 的 链 。 有 时 称 编码 链 或 有 义 链 。 

nontranscribed spacer (NTS): 非 转录 间隔。 位 于 两 
个 前 体 rRNA 基因 之 间 的 DNA 区 域 。 

Northern blot: Northern 印迹 。 将 RNA 片段 转移 到 
支持 介质 的 过 程 〈 见 Southern 印迹 ) 。 

nr; BLAST 搜索 获得 的 默认 GEER 的 数据 库 。 

nt; 见 nucleotide。 

nTAF (neural TAF); 神经 系统 的 TAF, 与 TRF1 相 
关 的 TAF, 

oNTD: 细菌 RNA RAN a 亚 基 的 氨基 端 结 构 域 。 

nuclear factor kappa B (NF-kB): 核 因子 xB (NF- 
xB)。 哺 乳 动物 的 激活 因子 ,与 其 他 因子 ， 如 
HMG CY) 协同 作用 ， 激 活 免 疫 系统 中 的 B 干 扰 
素 和 其 他 基因 。 

nuclear receptor; 核 受 体 。 与 激素 〈 如 性 激素 、 糖 皮 
质 激素 、 甲 状 腺 激素 ) 或 其 他 的 物质 〈 如 维生素 
D 或 视 黄 酸 ) 相互 作用 并 结合 增强 子 促进 转录 的 
和 蛋白质。 一些 核 受 体 存在 于 核 内 ， 一 些 在 胞 质 中 
与 配 体 结合 形成 复合 物 ， 然 后 转移 到 核 内 进而 促 
进 转录 。 

nucleic acid; 核酸 。 由 核 华 酸 相连 组 成 的 链 状 分 子 
(DNA & RNA). 

nucleocapsid: 44780 — # ih Wi WE MEIN 4. CDNA 或 
RNA) 及 外 壳 蛋 白 组 成 的 结构 。 

nucleolus: 核 仁 。 细 胞 核 中 发 现 的 细胞 器 ， 在 细胞 
分 裂 的 某 些 过 程 中 消失 ,含有 rRNA 基因 。 

nucleoside: 核 壮 。 与 糖 结合 的 碱 基 ， 包 括 核糖 和 脱 
氧 核糖 。 


- nucleosome: 核 小 体 。 真 核 生物 染色 体 中 重复 结构 的 


基本 单元 ， 由 8 个 组 蛋白 形成 中 心 ， 外 围 缠绕 
200bp 的 DNA 片段 以 及 结合 在 组 蛋白 八 聚 体外 的 
1 分 子 组 蛋白 Hl 组 成 。 

nucleosome core particle; 核 小 体 核心 颗粒 。 核 酶 消 
化 后 剩余 的 145bp 的 核 小 体 DNA， 包 括 中 心 的 组 
蛋白 八 聚 体 ， 但 不 含 组 蛋白 Hl。 

nucleosome positioning: 核 小 体 定位 。 确 定 与 基因 启 
动 子 位 置 相关 的 核 小 体 的 特定 位 置 。 


` nucleotide (nt): 2B. DNA 或 RNA 链 中 的 基本 


单元 ， 由 糖 、 碱 基 及 至 少 一 个 磷酸 基 团 组 成 。 


nucleotide excision repair: 核 背 切 补 修复 。 在 切 补 修 
复 途径 中 ， 酶 从 损伤 碱 基 的 任 一 端 切 开 DNA 链 ， 
切除 含有 损伤 的 赛 核 苷 酸 。 形 成 的 缺口 由 DNA 
聚合 酶 和 DNA 连接 酶 填补 。 

NuRD; 具有 核心 组 蛋白 去 乙酰 酶 活性 的 核 小 体重 建 
因子 。 

NusA: 通过 促进 暂停 在 终止 子 处 的 转录 物 上 形成 发 
夹 结构 进而 引发 转录 终止 的 一 种 细菌 蛋白 质 。 


o 


O6-methylguanine methyltransferase: O6-FA2E S MI 
甲 基 转移 酶 。 从 烷 基 化 DNA 上 接受 甲 基 或 乙 基 
从 而 逆转 DNA 损伤 的 自杀 性 酶 。 

ochre codon; 二 石 密码 子 。 一 种 终止 密码 UAA, 

ochre mutation; WAR, S nonsense mutation. 

ochre suppressor: 赭石 突变 抑制 子 。 一 种 tRNA 带 
有 能 识别 赭石 密码 子 “UAA) 的 反 密 码 子 从 而 可 
MHRA E. 

Okazaki fragment; 冈 崎 片段 。 后 随 链 不 连续 合成 形 
成 的 1000~2000bp 的 小 DNA 片段 。 

oligo (dT) cellulose affinity chromatography: oligo 
(dT) 纤维 素 亲 和 层 析 。 一 种 通过 相对 高 离子 强 
度 缓冲 液 的 作用 使 poly (A)* RNA 结合 到 oligo 
(dT) 纤维 索 上 ， 然 后 用 水 洗 脱 来 纯化 poly 
(A)* RNA 的 方法 。 

oligomeric protein; 低 聚 蛋白 。 至 少 包含 一 个 多 肽 亚 
基 的 蛋白 质 。 

oligonucleotide: WAER, Ki RNA 或 DNA 片段 。 

oligonucleotide array; WK REA. I DNA mi- 
crochip。 

oncogene: 原 瘤 基因 。 一 种 表达 后 会 导致 细胞 产生 
瘤 变 的 基因 。 

‘one gene-one polypeptide hypothesis; 一 个 基因 一 个 多 
肽 假说 。 已 被 普遍 接受 的 一 种 假说 ， 即 一 个 基因 
编码 一 种 多 肽 。 

oocyte 5S rRNA gene; 卵 母 细胞 5S rRNA 基因 。 仅 在 
卵 母 细胞 中 表达 的 SS rRNA 基因 (在 非洲 爪 蟾 单 
售 体 中 的 数量 约 为 19 500 拷贝 ) 。 

opal codon; 孵 白 密 码 子 。 一 种 终止 密码 子 , UGA。 

opal mutation; MARE, J nonsense mutation, 

opal suppressor: 卵 白 突 变 抑 制 子 。 一 种 tRNA 含有 
能 识别 孵 白 密码 子 (UGA) 的 反 密码 子 从 而 可 抑 
WARE. 

open complex: 开放 复合 体 。 由 dnaA 蛋白 和 oriC 组 
成 的 复合 体 ， 在 oriC 中 的 3 个 由 13 个 碱 基 形成 
的 区 段 已 处 于 解 链 状态 。 

open promoter complex: 开放 型 启动 子 复合 体 。 由 


RNA 聚合 酶 和 原核 生物 启动 子 问 紧密 结合 形成 的 
复合 体 -“ 开 放 ” 的 意思 是 约 有 10bp 的 DNA 双 链 
打开 或 分 开 。 

open reading frame (ORF): 可 读 框 。 不 含 转录 终止 
密码 子 的 读 码 框 。 

operator; 操纵 基因 。 原 核 生物 中 与 特异 阻 过 物 紧 密 
结合 从 而 调节 相 邻 基因 表达 的 DNA 元 件 。 

operator constitutive mutation: 操纵 基因 组 成 型 突 
变 。 不 能 有 效 地 与 阳 过 物 结合 的 操纵 基因 的 突变 ， 
导致 该 操纵 子 的 表现 型 是 组 成 型 的 ， 始 终 保持 活 
性 状态 。 

operon: 操纵 子 。 受 操纵 基因 协同 调控 的 一 组 基因 。 

O region; O 区 域 。attP 和 attB 间 的 一 小 段 同 源 
区 域 。 

ORF; 见 open reading frame, 

: 大 肠 杆菌 复制 起 始 位 点 。 

origin of replication; 复制 起 始 位 点 。 在 复制 子 中 复 
制 起 始 的 唯一 位 点 。 

ortholog: 直系 同 源 。 由 共同 祖先 的 基因 进化 而 来 的 
不 同 生物 的 同 源 基因 

oxoG: 见 8-oxoguanine, 

oxoG repair enzyme; 8- 羟 基 乌 嘎 哈 修复 酶 。 切 割 连 
接 8- 羟 基 乌 顺 叭 与 脱氧 核 精 上 的 糖苷 键 的 酶 。 


P 


Pre: 在 建立 溶 源 状态 过 程 中 ， 转 录 阻 过 蛋白 基因 所 
需 的 入 启动 子 。 

Pan: 在 维 持 洲 源 状态 中 ， 阻 过 蛋白 基因 转录 所 需 
的 入 启动 子 。 

P site (ribosomal): 核糖 体 P 位 点 。 当 新 的 氨 酰 -tR- 
NA 进入 核糖 体 时 ， 一 个 缩合 的 肽 酰 -tRNA 结合 
的 位 点 。 

PAB I; 见 poly(A)-binding protein I, 

PAB Il; 见 poly(A)-binding protein II, 

palindrome: 回 文 序列 。 见 inverted repeat. 

Panediting: 泛 编辑 。 前 体 mRNA 的 泛 编辑 。 

paper chromatography: 纸 色 层 析 法 。 一 种 基于 不 同 
分 子 与 纸 及 流动 相 溶 剂 的 亲和力 进行 分 离 的 色谱 
分 析 方 法 。 

paralog: 旁 系 同 源 基因 。 种 内 由 基因 复制 进化 而 产 
生 的 同 源 基因 。 

Paromomycin; 巴 龙 需 素 。 一 种 能 结合 到 核糖 体 A 
位 点 并 降低 翻译 准确 性 的 抗生素 。 

paranemic double helix: 平行 双 螺 旋 。 双 链 不 相互 缠 
绕 的 双 螺 旋 ， 仅 仅 是 一 条 链 位 于 另 一 条 链 上 ， 无 
须 解 旋 就 可 分 开 。 

Passenger strand: 随从 链 。 当 双 链 siRNA 中 的 引导 
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链 与 RISC 复合 体 结合 后 被 弃置 的 那 条 链 - 

pathway (biochemical): 途径 (生化 )。 一 系列 生物 
化 学 反应 ， 其 中 一 个 反应 的 产物 (中间 产 物 ) 成 
为 下 一 个 反应 的 底 物 。 

pause site; 暂停 位 点 。RNA 聚合 酶 在 发 生 转 录 通 读 
之 前 所 暂停 的 DNA 位 点 。 

PAZ: Argonaute 蛋白 上 与 单 链 siRNA 结合 的 功 
能 域 。 

pBR322: 基因 克隆 的 质粒 载体 之 一 。 

PBS: J. primer-binding site, 

PCNA: 增殖 细胞 核 抗 原 。 在 前 导 链 合成 过 程 中 ， 保 
证 DNA 聚合 酶 ; 的 进行 性 特征 的 真 核 蛋 白质 。 

PCR: 见 polymerase chain reaction。 

P element: 已 元 件 。 果 蜗 中 控制 杂交 不 育 的 转 座 元 
件 ， 可 用 于 诱导 果 蝇 突变 。 

Peptide bond; 肽 键 。 蛋 白质 中 连接 氨基 酸 的 键 。 

Peptidyl transferase: 肽 酰基 转移 酶 。 该 酶 是 核糖 体 
大 亚 基 的 组 成 部 分 ， 可 催化 蛋白 质 合成 中 的 肽 键 
形成 。 

permissive condition; 许可 条 件 。 人 允许 条 件 突变 基因 
产物 发 挥 功能 的 条 件 。 

Phage; 噬菌体 。 细 菌 病毒 。 

phage 434; 噬菌体 434。 具 有 自身 独特 免疫 区 的 入 
样 噬菌体 。 

Phage display: 噬菌体 展示 。 当 外 源 基因 和 叭 菌 体 的 
衣 壳 蛋白 基因 以 栅 合 蛋白 形式 表达 后 ， 这 一 外 源 
蛋白 会 展现 在 噬菌体 的 表面 。 

phagemid: MEHRA, ~~ FH HE 45 A tE me OA PA ME E e 
ERY ORE i Fe BRAS A UC he a A Ae 
DNA 克隆 。 

phage P1， 噬 菌 体 PI。 用 于 克隆 大 片段 DNA 的 裂 
解 性 大 肠 杆 菌 噬菌体 。 

phage P22; 噬菌体 P22。 具 有 独特 免疫 区 的 A PEME 
菌 体 。 

phage 17; 噬菌体 T7。 一 种 相对 简单 的 大 肠 杆菌 
DNA MET, 与 T3 噬菌体 属 同一 组 。 能 编码 相 
应 大 肠 杆菌 噬菌体 的 单 亚 基 RNA 聚合 酶 。 

pharmacogenomics: 药物 基因 组 学 。 用 患者 的 SNP 
预测 其 对 各 种 药物 的 反应 ， 使 治疗 更 加 个 性 化 。 

Phenotype; 表 型 。 有 机 体 在 形态 、 生 物化 学 、 行 为 
或 其 他 方面 表现 的 特征 。 通 常 只 考虑 某 个 特殊 性 
状 ， 如 重量 。 

Phorbol ester; 弗 波 酯 。 一 种 可 以 通过 级 联 反 应 ( 包 
括 激活 AP1) 以 促进 细胞 分 裂 的 化 学 物质 。 

phosphodiester bond: 磷酸 二 酯 键 。 核 酸 中 连接 核 苷 
酸 的 糖 -磷酸 键 。 

phosphorimager; 磷 屏 成 像 仪 。 实 现 磷 屏 成 像 
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Phosphorimaging: 磷 屏 成 像 。 一 种 无 须 使 用 胶卷 而 
能 自动 测量 底 物 〈 如 印迹 膜 上 ) 放射 性 强度 的 
技术 。 

Photoreactivating enzyme: 光复 活 酶 。 见 DNA pho- 
tolyase。 

Photoreactivation: 光复 活 。 通 过 DNA Jt f REXI 
院 二 聚 体 进行 直接 修复 的 过 程 。 

Physical map; 物理 图 谱 。 基 于 DNA 的 物理 特征 ， 
如 限制 性 位 点 ， 而 非 基因 位 置 所 制作 的 遗传 图 谱 。 

PIWI; Argonaute 蛋白 上 具有 切割 靶 mRNA 活性 的 
一 个 功能 域 。 

Plaque: 噬 菌 斑 。 病 毒 在 侵 染 宿主 平 中 上 由 于 杀 死 
细胞 或 减 慢 其 生长 而 形成 的 空 班 。 

plaque assay; 哈 菌 斑 测 试 。 通 过 测定 经 过 一 定 稀释 
后 的 病毒 所 产生 的 噬 菌 斑 数量 来 确定 病毒 〈 或 噬 
菌 体 ) 浓度 的 一 种 测试 方法 。 

plaque-forming unit (pfu); 噬 菌 斑 形 成 单位 (pfu)。 
在 哈 昔 班 测试 中 ， 病 毒 形成 一 个 噬 菌 斑 的 能 力 。 

Plaque hybridization; 噬 菌 斑 杂 交 。 筛 选 含 目标 基因 
的 啼 菌 体 克 隆 的 ， 即 用 标记 的 探 针 与 取 白 大 量 噬 
菌 斑 的 DNA 中 的 目标 基因 杂交 进行 检测 。 

plasmid: 质粒 。 一 种 不 依赖 细胞 染色 体 而 独立 复制 
的 环 状 DNA 分 子 。 

plectonemic double helix: 缠绕 双 螺 旋 。 两 条 链 相 互 
缠绕 并 且 只 有 通过 解 旋 才能 分 开 的 一 种 双 螺 旋 ， 
如 沃 森 - 克 里 克 式 双 螺 旋 。 

point mutation; 点 突变 。 一 个 或 几 个 相连 碱 基 的 
改变 。 

Poly(A): SPEAR. fE—T HAY mRNAK Sit 
的 大 约 200 PRERE. 

poly(A)-binding protein 1 (PAB 1, Pablp); poly 
(A) 结合 蛋白 1。 结 合 在 mRNA 末端 并 有 助 于 
mRNA 翻译 的 蛋白 质 。 

poly(A)-binding protein II (PAB 11); poly(A) 结合 
蛋白 U。 结 合 在 前 体 mRNA 末端 新 合成 的 poly 
(A) 上 并 促使 其 延长 的 蛋白 质 。 

polyadenylation: 多 聚 腺 苷 酸化 。 将 poly (A) 加 到 
RNA 的 3' 端 。 

polyadenylation signal; 多 聚 腺 苷 酸化 信号 。 控 制 转 
录 物 切割 和 腺 苷 酸化 的 一 组 RNA 序列 。 典 型 的 
切割 信号 是 : 一 段 AAUAAA 序列 紧 随 20 一 30 个 
富 GU 区 ， 后 跟 富 U 区 。 切 割 后 的 AAUAAA F 
列 就 成 为 多 聚 腺 苷 酸化 信号 。 

Poly(A) polymerase(PAP); poly(A) 聚合 酶 。 将 po- 
ly(A) 加 到 mRNA 末端 或 其 前 体 上 的 酶 。 

poly(A)*RNA: 在 3' 端 含 poly(A) 的 RNA, 


poly(A)" RNA; 在 3 端 不 含 poly(A) 的 RNA. 

polycistronic message: 多 顺 反 子 信使 。 一 个 携带 多 个 
基因 信息 的 mRNA, 

polymerase chain reaction (PCR): 聚合 酶 链 反应 。 
利用 DNA 区 域 的 两 端 引物 和 DNA 聚合 酶 的 重复 
反应 ， 实 现 对 DNA 片段 进行 扩 增 的 过 程 。 

polynucleotide: 多 核 背 酸 。 以 核 背 为 组 成 单元 的 多 
RM, 如 DNA 或 RNA。 

polypeptide: 多 肽 。 单 一 蛋白 质 链 。 

polyprotein: 多 聚 蛋 白质 。 能 被 加 工 成 两 个 或 多 个 
小 的 、 有 功能 多 肽 的 一 条 长 多 胀 ， 如 反 转录 病毒 
中 的 pol EREK. 

polyribosome: 多 核糖 体 。 见 polysome。 

polysome: 多 核糖 体 。 一 条 信使 RNA 结合 (或 被 ) 
多 个 核糖 体 〈 翻 译 ) 的 现象 。 

positional cloning: 图 位 克隆 。 对 某 一 特定 遗传 性 状 
的 基因 进行 定位 。 

positive control: 正 调 控 。 依 赖 于 正 向 效应 物 如 CAP 
CAL CAMP) 的 基因 表达 的 调控 系统 。 

Positive strand: 正 链 。 病 毒 基因 组 DNA 中 与 其 mR- 
NA 有 相同 遗传 信息 的 链 。 

Positive strand phage (or virus): 正 链 噬菌体 (或 病 
毒 )。 全 基因 组 只 有 一 条 mRNA 的 RNA 噬菌体 
《或 病毒 ) 。 

postsynapsis: 联 会 后 期 。 大 肠 杆菌 中 同 源 重组 的 一 
个 时 期 ， 单 链 DNA 取代 双 链 DNA 中 的 一 条 链 形 
成 一 条 新 的 双 螺 旋 。 

postreplication repair; 复制 后 修复 。 见 recombina 
tion repair。 

posttranscriptional control: 转录 后 调控 。 在 转录 后 
阶段 对 转录 物 进行 剪接 、 切 割 及 修饰 加 工 的 基因 
表达 调控 。 

posttranscriptional gene silencing (PTGS): 转录 后 基 
因 沉默 。 见 RNA interference, 

posttranslational modification: 翻译 后 修饰 。 蛋 白质 
合成 后 发 生 的 一 系列 改变 。 

Potlp: 发 殖 酵母 中 结合 于 端 粒 未 端 并 保护 其 免 受降 
解 和 DNA 修复 酶 作用 的 蛋白 质 。 

ppGpp: 预警 信号 因子 3 -二 磷酸 和 5'- 二 磷酸 鸟 顺 叭 
核 苷 〈4 磷酸 鸟 苷 酸 )， 当 细菌 受到 饥 铁 胁迫 时 可 
使 翻译 速度 降低 。 

Predicted gene: 预测 基因 。 通 过 对 基因 组 序列 的 比 
较 ， 鉴 定 与 EST 序列 有 同 源 性 的 基因 。 

preinitiation complex: 前 起 始 复 合体 。 转 录 开 始 前 
由 RNA 聚合 酶 和 通用 转录 因子 在 启动 子 上 组 装 
形成 的 复合 体 。 

presynapsis: 前 联 会 期 。 大 肠 杆 菌 中 同 源 重 组 的 一 


个 时 期 ， 即 在 DNA 双 链 侵入 前 由 RecA 〈 和 SSB) 
覆盖 在 单 链 DNA 上 。 

Pribnow box: Pribnow #. Jil, minus ten box (一 10 
box). 

primary structure: 一 级 结构 。 多 肽 中 氨基 酸 或 
DNA/RNA 上 的 核 苷 酸 的 序列 。 

primary transcript: 初级 转录 物 。 一 个 基因 初始 的 、 
未 加 工 的 RNA 产物 。 

primase; 引发 酶 。 引 发 体 中 用 以 合成 引物 的 酶 。 

primer: 引物 。 一 小 段 RNA， 可 为 DNA 复制 起 始 
提供 所 需要 的 自由 末端 。 

primer-binding site (PBS): 引物 结合 位 点 。 反 转录 
病毒 RNA 上 的 位 点 ， 使 tRNA 引物 结合 并 起 始 
反 转 录 。 

primer extension: 引物 延伸 。 对 样品 中 转录 物 进行 
定量 ， 同 时 也 可 定位 转录 物 5 端的 方法 。 具 体 方 
法 为 : 将 一 段 被 标记 的 DNA 引物 与 混合 物 中 特 
定 的 mRNA 杂交 ， 用 反 转 录 酶 将 转录 物 延 伸 至 5 
端 然后 将 DNA 产物 进行 电泳 确定 其 大 小 和 
FE. 

Primosome: 引发 体 。 大 肠 杆菌 中 由 约 20 个 多 肽 形 
成 的 复合 物 ， 可 产生 DNA 复制 所 需 的 引物 。 

probe (nucleic acid): 探 针 (核酸 )。 一 段 被 示 踪 物 
(通常 为 放射 性 的 ) 标记 的 核酸 ， 使 研究 者 能 够 妃 
踪 探 针 与 未 知 DNA 之 间 的 杂交 。 例 如 ， 放 射 性 
探 针 可 用 于 鉴定 电泳 后 的 未 知 DNA 条 带 。 

Processed pseudogene; 被 加 工 型 假 基因 。 一 种 由 类 反 
转 座 子 活性 所 产生 的 假 基因 ， 经 历 了 正常 基因 的 
转录 、 转 录 物 的 加 工 、 反 转录 以 及 重新 插入 基因 
组 的 过 程 。 

Processing {of RNA); RNA 加 工 。 发 生 在 前 体 RNA 
成 熟 过 程 中 一 组 剪 切 事件 包括 ;剪接 、5 端 或 3 
端的 修剪 或 从 大 的 前 体 上 剪 切 出 RNA. 

Processivity: 进行 性 。 一 种 酶 能 够 持续 结合 在 一 种 
或 多 种 底 物 上 进行 重复 催化 过 程 的 趋势 。 因 此 ， 
DNA 聚合 酶 或 RNA 聚合 酶 不 从 模板 上 解 离 并 持 
续 进 行 产 物 合成 的 时 间 越 长 ， 其 进行 性 就 越 强 。 

prokaryote: 原核 生物 。 无 细胞 核 的 微生物 。 由 细菌 
包括 蓝 细 菌 蓝 - 绿 藻 ) 和 古 菌 组 成 。 

proliferating cell nuclear antigen (PCNA): 增殖 细胞 
核 抗原 (PCNA)。 一 种 与 真 核 生物 DNA 聚合 酶 ò 
结合 的 蛋白 质 ， 可 增加 其 进行 性 。 

proline-rich domain; B&R MAM. HAH 
酸 的 转录 激活 结构 域 。 

promoter: 启动 子 。 位 于 基因 转录 起 始 位 点 上 游 的 
一 段 DNA 序列 ， 通 常 在 转录 起 始 前 RNA RAN 
能 与 之 结合 。 
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Promoter clearance: 启动 子 清除 。 转 录 起 始 后 RNA 
聚合 酶 离开 启动 子 的 过 程 。 

proofreading ( aminoacyl-tRNA synthetase): 校正 
( 氨 酰 tRNA ARE) AARTE (有 时 是 氨 酰 
tRNA) 被 水 解 的 过 程 ， 如 果 它 们 所 携带 的 氨基 酸 
对 合成 酶 来 说 太 小 的 话 。 

Proofreading (DNA): 校正 (DNA)。 细 胞 对 DNA 
复制 准确 性 进行 检验 并 用 正确 碱 基 蔡 换 错 配 碱 基 
的 过 程 。 

proofreading (protein synthesis): 校正 (HARA 
成 )。 在 氨基 酸 被 整合 进 合成 中 的 蛋白 质 链 之 前 所 
进行 的 对 核糖 体 上 和 氮 酰 TRNA 正确 性 双重 检查 。 

prophage: 原 噬 菌 体 。 整 合 到 宿主 染色 体 上 的 噬 菌 
体 基 因 组 。 

Protease; 蛋白 酶 。 剪 切 蛋白 质 的 酶 。 例 如 ， 将 反 转 
录 病 毒 的 多 聚 蛋白 切割 为 功能 性 部 分 的 酶 。 

Proteasome: 蛋白 酶 体 。 水 解 泛 素 化 蛋白 的 一 组 蛋白 
质 复合 体 〈 具 有 26S 的 沉淀 系数 ) 。 

Protein; 蛋白 质 。 由 氨基酸 亚 单位 组 成 的 一 种 多 聚 
体 或 多 肽 , 有 时 蛋白 质 一 词 指 超过 一 条 且 有 功能 
的 多 肽 链 (如 血红 蛋白 由 4 条 多 肽 链 组 成 ) 的 多 
RIK. 

protein footprinting: 蛋白 质 足迹 。 一 种 类 似 于 DNA 
酶 足迹 法 的 检测 蛋白 质 之 间 结 合 位 点 的 方法 。 再 
用 蛋白酶 温和 消化 。 如 果 结 合 蛋 白 保 护 了 标记 看 
白 的 部 分 区 域 免 受 酶 解 ， 那 么 电泳 酶 解 产 物 时 就 
会 缺少 代表 相应 区 域 的 条 带 。 

protein kinase A (PKA): 蛋白 激酶 A (PKA)。 一 种 
被 CAMP 激活 的 丝氨酸 - 苏 氨 酸 特异 蛋白 激酶 。 

protein sequencing; 蛋白 质 测序 。 测 定 蛋白 质 中 氨基 
酸 的 组 成 顺序 的 过 程 。 

Proteolytic processing: 蛋白 质 水 解 加 工 。 将 蛋白 质 
剪 切 成 片段 。 

Proteome; 蛋白 质 组 。 有 机 体 一 生 中 所 能 合成 的 所 
有 蛋白质 的 结构 和 功能 。 

Proteomics; 蛋白 质 组 学 。 研 究 蛋 白质 组 的 科学 。 

provirus: 原 病毒 。 括 入 宿主 基因 组 的 反 转 录 病 毒 
RNA 产生 的 双 链 DNA 拷贝 。 

Prp28: U5 snRNP 的 蛋白 质 组 分 ， 对 于 U6 在 5 剪 
接 位 点 处 替代 UL 的 过 程 是 必需 的 。 

pseudogene: 假 基 因 。 正 常 基因 的 非 等 位 拷贝 ， 由 于 
发 生变 异 而 不 能 发 挥 功能 。 

pseudouridine: 假 尿 苷 。 在 tRNA 中 发 现 的 一 种 核 
苷 ， 其 核糖 被 连接 在 5 位 C 原子 上 ， 而 非 正常 尿 
喀 啶 碱 基 的 1 位 N 原 子 上 。 

p300: CBP 的 同 源 物 。 

PUC vector; pUC 载体 。 基 于 pBR322 质粒 改造 的 载 
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体 ， 包 括 一 个 氨 共 青霉素 抗 性 基因 和 一 个 位 于 
lacZ’ 基因 中 间 的 多 克隆 位 点 ， 可 以 对 搬入 片段 进 
行 蓝 / 白 班 筛选 。 

pulse-chase; 脉冲 追踪 (技术 )。 先 将 一 个 物质 Cn 
RNA) 与 一 放射 性 前 体 进行 短暂 的 或 “脉冲 ” 作 
用 ， 以 使 其 带 上 放射 性 ， 然 后 加 入 过 量 的 未 标记 
的 前 体 来 追踪 此 物质 中 的 放射 性 。 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE): 脉冲 场 电泳 
(PFGE)。 一 种 反复 交互 变换 电场 方向 的 电泳 技 
术 ， 可 分 离 大 至 几 个 Mb 的 DNA 片段 。 

Pulse labeling: 脉冲 标记 。 极 短暂 地 提供 放射 性 前 
th, 使 产物 被 放射 性 标记 的 技术 。 例 如 ， 将 细胞 
置 于 放射 性 胸 苷 中 短 时 间 温 育 使 DNA 被 脉冲 
标记 。 

Purine: Rio S BANS FORIROS BRIE HEEK 

puromycin: WERK, — FGM :RNA 相似 的 搞 
ER, WH LS HE HY TE AR BE. IE BO 
体 上 释放 出 未 完全 合成 的 多 肽 而 杀 死 细菌 。 

Pyrimidine: 喀 啶 。 胞 喀 啶 、 胸 腺 喀 啶 和 尿 嘎 吟 碱 基 
的 统称 。 

Pyrimidine dimmer; RRi. DNA 链 上 通过 共 
BEE APA TASB EH Me, ENIS ERME ER 
的 碱 基 配 对 被 打 断 。 这 是 由 紫外 线 照 射 导 致 的 主 
要 DNA 损伤 。 

pyrrolysine; 吡咯 赖 氨 酸 。“ 第 22 种 氨基 酸 "”。 在 某 
种 古 菌 中 通过 一 种 特殊 的 tRNA 将 其 加 到 正在 延 
伸 的 多 肽 上 。 


Q 


Q: 编码 抗 终止 蛋白 Q 的 和 鸣 菌 体 基因 。 

Q: Q 基 因 的 产物 。 在 入 叭 菌 体 晚期 启动 子 Px 下游 
附近 的 一 个 抑制 转录 终止 的 抗 终止 蛋白 。 

Q utilization site {qut site); Q 利用 位 点 (qut site). 
SRR RE A oF RA Q 结合 位 点 。 
Q 结 合 到 qut 上 可 使 RNA 聚合 酶 忽视 附近 的 终止 
上 上 ， 并 继续 转录 至 晚期 基因 。 

quaternary structure: 四 级 结构 。 在 复杂 蛋白 质 中 两 
个 或 多 个 多 肽 相互 作用 的 方式 。 

quenching: 狐 灭 。 快 速 冷 却 加 热 变 性 的 DNA 使 其 
保持 变性 状态 。 


R 


R: 反 转 录 病 毒 中 位 于 U3 和 U5 区 之 间 的 LTR 上 
“元 长 的 ”区 域 。 

R2Bm: RÆ (Bombyx mori) 中 的 LINE 类 似 元 件 。 

RACE; Jil rapid amplification of cDNA end, 

Radó: 使 H2B 组 氨 酸 泛 素 化 的 泛 素 连接 酶 。 


RAD25: 具有 DNA 解 旋 酶 活性 的 酵母 转录 因子 
TFIIH 的 亚 基 。 

radiation hybrid mapping: 辐射 杂种 作 图 。 将 人 细胞 
进行 电离 辐射 处 理 使 其 染色 体 片段 化 ， 然 后 这 些 
细胞 和 鼠 细胞 融合 形成 含有 各 种 不 同人 染色 体 片 
段 的 杂 合体 的 一 种 作 图 技术 。 一 条 染色 体 上 紧密 
连锁 的 遗传 标记 趋向 出 现在 相同 的 杂种 细胞 中 。 

Raf; 通过 信号 转 导 蛋 白 Ras 的 作用 而 被 定位 于 细胞 
膜 内 表面 的 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 。 一 旦 位 于 细 
胞 膜 上 就 会 被 磷酸 化 。 

Rag-1: 人 类 RAG] 基因 的 产物 。 与 Rag-2 协同 作 
用 在 RSS 处 ,切割 不 成 熟 免 疫 球 蛋 白 和 细胞 受 
体 基因 ， 以 使 各 种 基因 片段 能 相互 重组 。 

Rag-2: 人 类 RAG? 基因 的 产物 。 与 Rag-1 协同 作 
用 在 RSS 处 ,切割 不 成 熟 免疫 球 蛋 白 和 细胞 受 
体 基因 ， 以 使 各 种 基因 片段 能 相互 重组 。 

ram state; ram 状态 。 大 肠 杆菌 核糖 体 16S rRNA 的 
H27 昕 旋 的 不 稳定 状态 。 在 此 状态 中 ，H27 螺旋 
的 密码 子 和 反 密码 子 ， 甚 至 是 非 同类 物 的 反 密 码 
子 之 间 都 能 产生 稳定 的 碱 基 配 对 ， 从 而 降低 了 解 
码 的 准确 性 。 

RAPI; 结合 在 特异 的 端 粒 DNA 序列 上 并 募集 其 他 
端 粒 蛋 白 的 酵母 端 粒 结合 蛋白 ， 包 括 SIR 蛋白 。 
rapid amplification of cDNA end (RACE): 快速 扩 增 
cDNA 末端 (RACE)。 一 种 扩 增 cDNA 的 5 端 或 

3 端的 方法 。 

rapid turnover determinant; 快速 周转 决定 子 。TIR 
mRNA 的 3' 非 翻译 区 上 的 一 组 结构 域 ， 可 确保 
mRNA 较 短 的 半 训 期， 但 在 铁 离子 缺乏 的 情况 下 
则 可 提高 mRNA 的 稳定 性 。 

rare cutter; 稀 切 酶 。 一 种 识别 序列 特殊 ， 位 点 很 少 
的 限制 性 内 切 核酸 酶 。 

Ras: ras 原 癌 基 因 的 产物 。 在 结合 CTP 的 激活 状态 
下 ， 它 可 激活 Raf， 由 此 传递 信号 开启 刺激 细胞 
分 裂 的 基因 。 

Ras exchanger: Ras 交换 因子 。 用 GTP 取代 Ras 上 
的 GDP 而 激活 Ras 的 蛋白 。 

RdRP: 见 RNA-directed RNA polymerase. 

reading frame: 可 读 框 。mRNA 中 三 联 体 密码 的 3 
种 翻译 方式 中 的 一 种 。 例如，CAGUGCUCGAC 
有 3 种 可 能 的 可 读 框 ， 取 决 于 从 何 处 开始 读 码 : 
DCAG UGC UCG; @AGU GCU CGA; @GUC 
CUC GAC, 通常 mRNA 只 有 一 种 正确 的 可 读 框 。 

reahtime PCR: 实时 定量 PCR。 利 用 荧光 标记 度量 
一 段 DNA 在 PCR 中 扩 增 量 的 方法 。 

RecA: 大 肠 杆菌 RecA 基因 的 产物 。 与 SSB 一 起 覆 
盖 在 单 链 DNA 末端 ， 使 其 在 同 源 重 组 中 可 侵入 


DNA 双 链 寻找 同 源 区 段 。 也 可 在 SOS 应 答 中 作 
为 协同 蛋白 酶 。 

recA: 大 肠 杆菌 中 编码 RecA 蛋白 的 基因 。 

RecBCD pathway: RecBCD 途径 。 大 肠 杆菌 中 由 
RecBCD 蛋白 启动 的 主要 的 同 源 重组 途径 。 

RecBCD protein: RecBCD 蛋白 。 在 大 肠 杆 菌 同 源 重 
组 过 程 中 ,在 DNA 一 条 链 的 chi 位 点 附近 造成 缺 
刻 从 而 产生 一 个 3' 单 链 末 端的 蛋白 质 。 

recessive: 隐 性 的 。 与 显 性 等 位 基因 形成 杂 合 体 时 不 
呈现 表 型 的 等 位 基因 或 性 状 。 例 如 ， 由 于 Aa 的 
表 型 像 AA 而 不 是 aa， 因 此 a 对 A 是 隐 性 。 

recognition helix: 识别 螺旋 。DNA 结合 蛋白 质 中 
“DNA 结合 基 序 ” 的 “螺旋 ， 可 伸 和 人 靶 DNA 的 大 
沟 并 与 之 特异 性 结合 ， 由 此 决定 了 该 蛋白 的 特异 
性 。 实际 上 ,识别 螺旋 是 识别 其 把 DNA 上 特定 
的 序列 。 

recombinant DNA: W DNA, HAREA DNA Jy 
段 间 的 重组 产物 ， 可 在 细胞 中 自然 发 生 或 由 生物 
学 家 在 体外 完成 。 

recombination: 重组 。 等 位 基因 的 重新 组 合 ， 发 生 
在 DNA 之 间或 内 部 的 交叉 行为 。 

recombination-activating gene; 重组 激活 基因 。 编 码 
Rag-1 或 Rag-2 的 基因 。 

recombination repair; 重组 修复 。 细 胞 用 以 复制 含有 
MERE DNA 的 一 种 机 制 。 首 先 ， 两 条 亲本 
链 被 复制 ， 在 二 聚 体 处 留 下 一 个 “间隙 "”。 随 后 子 
代 双 链 间 发 生 重组 ， 使 “ 间 酸 ” 置 于 正常 DNA 
链 上 ， 以 便 被 填补 。 

recombination signal sequence (RSS): 重组 信号 序 
列 。 在 免疫 球 蛋 白 和 全 细胞 受 体 基 因 成 熟 过 程 
中 ,被 重组 装置 识别 的 位 于 重组 交叉 点 上 的 特异 
序列 。 

recruitment: 募集 。 促 进 底 物 聚集 的 一 种 机 制 。 通 
常 指 募集 RNA 聚合 酶 或 转录 因子 结合 到 启动 子 
的 事件 。 

regulon: 调节 子 。 受 同一 调节 因子 调控 的 一 组 基因 。 

related gene; 相关 基因 。 通 过 基因 组 测序 计划 分 析 
发 现 的 与 相同 或 不 同 物种 已 知 基因 序列 同 源 或 部 
分 同 源 的 基因 。 

release factor (RF): 释放 因子 。 在 终止 密码 处 导致 
翻译 终止 的 蛋白 质 。 

renaturatin of DNA: DNA 复 性 。 见 annealing 
of DNA, 

repetitive DNA: 重复 DNA。 在 单 倍 体 基因 组 中 重复 
多 次 的 DNA 序列。 

replacement vector: 置换 载体 。 源 于 A 噬菌体 的 克隆 
载体 ， 其 中 很 大 一 部 分 噬菌体 DNA 被 去 除 ， 而 
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后 被 相似 大 小 的 外 源 DNA 所 取代 。 

replica plating: 影印 培养 法 。 将 菌落 或 细胞 从 一 个 
培养 四 转 入 另 一 培养 乌 的 方法 ， 通 常用 天 右 绒 或 
其 他 可 以 从 培养 板 上 芒 取 细胞 的 柔软 材料 包 训 在 
影印 铺 板 器 上 ， 然 后 将 细胞 印 在 第 二 个 平板 相对 
一 致 的 位 置 上 。 

replicating fork: 复制 叉 。 两 条 亲本 DNA 链 解 链 以 
进行 复制 的 位 点 。 

replicative form: 复制 型 。 单 链 RNA 或 DNA Ri 
体 或 病毒 在 基因 组 复制 过 程 中 产生 的 双 链 形式 。 

replicative transposition: 复制 性 转 座 。 “复制 并 粘 
贴 ” 式 转 座 ， 在 这 一 过 程 中 转 座 子 DNA 被 复制 ， 
一 个 拷贝 留 在 原 位 而 另 一 拷贝 移 至 新 位 点 。 

replicon: 复制 子 。 从 一 个 复制 起 点 开始 的 DNA 复 
制 单位 。 

replisome; 复制 体 。 包 含 DNA 复制 引发 体 在 内 的 多 
种 肽 链 形成 的 大 复合 体 ， 如 大 肠 杆 菌 DNA 的 复 
制 。 

reporter gene; 报告 基因 。 连 接 在 启动 子 或 翻译 起 始 
位 点 后 用 于 检测 转录 或 翻译 活性 的 基因 。 报 告 基 
因 比 被 替代 基因 更 易于 检测 。 

repressed: AHI. KM, “MATRA. E 
就 关闭 或 失 活 。 

resolution; 分 离 。 以 共 联 体 为 中 间 体 进 行 转 座 的 第 
二 步 ; 包括 共 联 体 分 裂 为 两 个 复制 子 成 分 ， 每 个 
均 包 含 自己 的 转 座 子 拷贝 。 也 是 重组 的 最 后 一 步 ， 
在 这 一 过 程 中 链 的 第 二 次 配对 被 断裂 。 

resolvase: AEREE, HAL SEHK MR UE; 当 分 支 迁 
移 后 使 两 条 DNA 链 产生 缺 刻 从 而 导致 Holliday 
结构 解 离 的 内 切 核酸 酶 。 

res site: res 位 点 。 在 共 联 体 中 两 个 拷贝 的 转 座 子 上 
的 位 点 ， 它 们 之 间 发 生 交换 从 而 完成 解 离 。 

restriction endonuclease: 限制 性 内 切 核酸 栈 。 一 种 识 
别 DNA 特异 碱 基 序 列 并 在 此 处 或 附近 位 点 进行 
切割 的 酶 。 

restriction fragment: 限制 性 片段 。 由 限制 性 内 切 核 
酸 酶 将 较 长 DNA 片段 切割 形成 的 DNA 片段。 

restriction fragment length polymorphism (RFLP) : 限制 
性 片段 长 度 多 态 性 。 由 一 种 特定 的 限制 性 内 切 核 
酸 酶 切割 两 个 个 体 的 一 个 特定 的 基因 位 点 ， 在 切 
点 数量 上 表现 出 的 变异 。 

restriction map: 限制 性 图 谱 。 显 示 一 段 DNA 区 域 
内 限制 性 位 点 分 布 的 图 谱 。 

restriction-modification system (R-M system): 限制 - 
修饰 系统 。 识 别 相同 DNA 位 点 的 限制 性 内 切 核 
酸 酶 和 DNA 甲 基 酶 的 组 合 。 

restriction site: 限制 性 位 点 。 限 制 性 内 切 核酸 酶 识 
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别 和 切割 的 DNA 核酸 序列 。 

restrictive condition: 见 nonpermissive condition, 

restrictive state: 严谨 型 状态 。 大 肠 杆菌 核糖 体 16S 
TRNA 的 H27 螺旋 ram 状态 的 替代 形式 。 在 这 种 
需要 校正 的 状态 中 ，H27 螺旋 中 要 求 密码 子 和 反 
密码 子 碱 基 配对 精确 ， 从 而 使 得 解码 的 准确 性 
增加 。 

retained intron: 保留 内 含 子 。 通 过 选择 性 剪接 程序 
使 得 成 熟 mRNA 中 保留 内 含 子 。 

retrohoming: 反 转 录 归 巢 。 基 因 中 的 类 内 含 子 转 
位 进入 基因 组 中 某 个 无 内 含 子 的 相同 基因 的 过 程 。 

retrotransposon: 反 转 座 子 。 一 种 通过 类 似 反 转 录 病 
毒 的 机 制 进行 转 座 的 转 座 元 件 ， 如 copia 或 Ty。 

retrovirus: 反 转 录 病 毒 。 一 种 RNA 病毒 ， 其 复制 依 
赖 于 反 转 录 形 成 的 原 病毒 。 

reverse transcriptase; 反 转 录 酶 。 依 赖 于 RNA 的 
DNA 聚合 酶 ; 这 种 通常 在 反 转 录 病 毒 中 存在 的 酶 
可 催化 反 转 录 过 程 。 

reverse transcriptase PCR (RT-PCR): 反 转录 PCR 
(RT-PCR), LÀ mRNA 为 模板 通过 反 转 录 酶 合成 
cDNA, 产生 的 CDNA 又 作为 模板 进行 PCR 的 
过 程 。 

reverse transcription: 反 转录 。 以 RNA 为 模板 合成 
DNA 的 过 程 。 

reversion: 回复 。 在 同一 个 基因 中 再 次 发 生 可 消除 
前 期 突变 效应 的 突变 。 

RF (replicative form): 复制 型 。 单 链 DNA 噬菌体 
(如 DX174) 基因 组 形成 的 环 状 双 链 形式 ， 以 便 为 
滚 环 复制 做 准备 。 

RFI; 原核 生物 中 识别 UAA 和 UAG 终止 密码 子 的 
释放 因子 。 

RF2: 原核 生物 中 识别 UAA 和 UGA 终止 密码 子 的 
释放 因子 。 

RF3: 原核 生物 中 具有 GTP 酶 活性 的 依赖 核糖 体 的 
释放 因子 。 在 GTP 存在 时 可 帮助 RF1 和 RF2 结 
合 到 核糖 体 上 。 

RF-A: SV40 病毒 的 DNA 复制 所 必需 的 人 类 单 链 
DNA 结合 蛋白 。 

REN element; 位 于 ribD 操纵 子 5 非 翻译 区 的 核 开 
关 。 当 与 FMN 结合 后 ， 开 关中 的 碱 基 配 对 发 生 
改变 从 而 产生 一 个 减弱 转录 的 终止 子 。 

RFLP; il restriction fragment length polymorphism, 

rho (p): ZEKA HB Hime BA PRAISE ee I Fh 
以 终止 转录 的 蛋白 质 。 

rho-dependent terminator; rho 依赖 终止 子 。 依 赖 rho 
起 作用 的 终止 子 。 

rho-independent terminator: rho 不 依赖 终止 子 。 不 


依赖 rho 起 作用 的 终止 子 。 

rho loading site: rho 装载 位 点 。 在 延伸 的 mRNA 链 
E, rho 可 以 结合 并 招募 RNA 聚合 酶 的 位 点 。 

ribonuclease (RNase): 核糖 核酸 酶 。 一 种 降解 RNA 
的 酶 。 

ribonuclease H: 核糖 核酸 酶 H。 见 RNase H, 

ribonucleoside triphosphate; = WARK. RNA 的 组 
成 成 分 ，ATP、CTP、GTP 和 UTP. 

ribose; 核糖 。RNA 中 的 糖 。 

riboprobe: 核糖 核酸 探 针 。 标 记 的 RNA 探 针 ， 通 常 
用 于 RNA 酶 保护 实验 中 。 

ribosomal RNA: 核糖 体 RNA。 见 rRNA, 

ribosome: 核糖 体 。 由 RNA 和 看 白质 组 成 ,翻译 
mRNA 产生 蛋白 质 的 复合 体 。 

ribosome recycling factor (RRF): 核糖 体循环 因子 
(RRF)。 一 种 与 tRNA 十 分 相似 的 蛋白 质 ， 在 翻 
译 终止 后 结合 到 核糖 体 的 A 位 点 ， 并 与 EF-G 一 
起 作用 ， 将 核糖 体 从 mRNA 上 释放 出 来 。 

riboswitch: 核 开关 。RNA 上 能 够 通过 与 小 分 子 结 
合 ， 进 而 影响 转录 或 翻译 来 改变 基因 表达 的 区 域 。 

ribozyme: 核 酶 。 具 有 催化 功能 的 RNA (RNA 酶 ) 。 

rifampicin， 利 福 平 。 能 抑制 大 肠 杆菌 RNA 聚合 
起 始 转录 的 一 种 抗生素 。 

RISC loading complex (RLC); RISC 装载 复合 体 。 
分 离 两 条 SIRNA 链 并 将 引导 链 送 至 RISC 的 蛋白 
质 复合 体 。 

RITS ( RNA-induced initiator of transcriptional gene 
silencing): RNA 诱导 的 转录 水 平 基因 沉默 起 始 
子 。 吸 引 RdRP 并 扩 增 siRNA 的 蛋白 质 复合 体 。 

RLC; 见 RISC loading complex. 

RLIM (RING finger LIM domain-binding protein) : 
环 指 LIM 域 结合 蛋白 。LIM-HD 激活 因子 的 辅 阻 
过 物 ， 它 通过 CLM 辅 激活 因子 的 泛 素 化 导致 蛋 
白质 降解 从 而 达到 抑制 效果 。 

R-looping: R 环 。 一 种 通过 电镜 观察 DNA 与 RNA 
杂交 的 技术 。 当 RNA 取代 DNA 中 的 一 条 链 与 另 
一 条 链 杂交 时 就 形成 典型 的 R 环 。R 环 也 可 以 在 
单 链 DNA 和 RNA 间 形 成 ， 但 此 过 程 不 形成 典型 
的 R 环 ， 如 果 DNA 上 含有 RNA 中 没有 的 信息 ， 
环 状 结构 仍 可 观察 到 。 

RNA (ribonucleic acid): 核糖 核酸 。 通 过 磷酸 二 酯 
键 相连 形成 的 核糖 核 ) 苷 酸 多 聚 体 。 

RNA-dependent DNA polymerase: 依赖 RNA 的 DNA 
聚合 酶 。 见 reverse transcriptase, 

RNA-directed RNA polymerase {RdRP): RNA 指导 
的 RNA 聚合 酶 (RdRP)。 一 种 能 利用 目标 mRNA 
作为 模板 延伸 siRNA 引物 ， 为 Dicer 酶 和 siRNA 


扩 增 提供 更 多 底 物 的 酶 . 

RNA helicase: RNA 解 旋 酶 。 一 种 能 解 开 双 链 RNA 
或 一 段 双 链 RNA 区 域 的 酶 。 

RNA-induced silencing complex (RISC); RNA 诱导 
的 沉默 复合 体 (RISC), £ RNA 干扰 过 程 中 降解 
Æ mRNA 的 RNA 酶 复合 体 。 包括 Dicer, Argo- 
naute 和 一 种 能 够 切割 靶 mRNA 的 未 知 RNA Wi. 

RNA interference (RNAi): RNA 干涉 。 通 过 向 细胞 
内 插入 一 段 双 链 RNA 使 特异 mRNA 降解 来 控制 
基因 表达 的 途径 。 

RNA ligase; RNA 连接 酶 。 一 种 能 连接 两 段 RNA 的 
酶 ， 如 在 前 体 tRNA 中 切除 内 含 子 将 两 个 片段 连 
接 的 酶 。 

RNA polymerase: RNA 聚合 酶 。 一 种 指导 转录 或 
RNA 合成 的 酶 。 

RNA polymerase 1; RNA 聚合 酶 1。 真 核 生物 中 合成 
大 的 前 体 rRNA 的 RNA 聚合 酶 。 

RNA polymerase Il; RNA 聚合 酶 II。 真 核 生 物 中 合 
成 前 体 mRNA 和 大 多 数 snRNA 的 酶 。 

RNA polymerase IIl; RNA 聚合 酶 III。 真 核 生物 中 
合成 5S RNA 和 前 体 tRNA 以 及 几 种 其 他 前 体 小 
RNA (包括 U6 snRNA) 的 酶 。 

RNA polymerase core: RNA 聚合 栈 的 核心 酶 。 具 有 
基本 延伸 能 力 但 无 起 始 特异 性 转录 的 原核 生物 
RNA 聚合 酶 的 亚 基 集 合体 ; 包括 除 o 因子 以 外 的 
RNA 聚合 酶 的 所 有 亚 基 。 

RNA polymerase HA; RNA RAT IIA。 带 有 非 磷酸 
化 或 低 水 平 磷酸 化 CTD 的 聚合 酶 11 的 一 种 形式 

RNA polymerase II holoenzyme; RNA R&M 11 全 
酶 。 由 RNA 聚合 酶 I、 转 录 因 子 以 及 其 他 一 些 能 
够 用 温和 技术 纯化 完整 弄 白 质 的 复合 体 。 

RNA polymerase holoenzyme {bacterial): RNA 聚合 
BER (细菌 )。 细 菌 中 形成 全 酶 的 多 肽 聚合 物 ， 
通常 包括 B、B'、az、w 和 0o 亚 基 。 

RNA polymerase HO: RNA 聚合 酶 WO, CTD 高 度 
磷酸 化 的 一 种 聚合 酶 II。 

RNA processing: RNA 加 工 。 通 过 切割 、 剪 接 、 加 
蜗 、 多 聚 腺 昔 酸 化 等 修饰 将 初始 转录 产物 变 成 成 
熟 形式 的 过 程 。 

RNase E: 一 种 将 E. coli 5S rRNA 从 其 前 体 RNA 中 
释放 出 来 的 酶 。 

RNase H; 对 RNA-DNA 杂交 链 中 的 RNA 具有 特异 
降解 作用 的 RNA 酶 。 是 反 转 录 病 毒 的 反 转 录 酶 
的 活性 之 一 。 

RNase mapping: RNase 作 图 。 以 RNA 为 探 针 ， 用 
RNA 酶 替代 Sl 核酸 酶 消化 单 链 RNA 的 衍生 的 
Sl 作 图 法 。 
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RNase P: RNA 酶 P。 切 除 前 体 tRNA 5 端的 多 余 核 
MMM, KAR RNase P 含有 具 催化 作用 的 
RNA 亚 基 。 

RNase protection assay; RNA 酶 保护 分 析 。 见 RNase 
mapping。 

RNase R: RNA WẸ R, $ tmRNA 结合 并 可 能 降解 由 
tmRNA 释放 的 非 终止 mRNA 的 一 种 核糖 核酸 酶 。 

RNase I; RNA 酶 11。 在 大 肠 杆 菌 前 体 rRNA 加 
工 过 程 中 首先 进行 切割 的 酶 。 

RNA splicing; RNA 剪接 。 将 内 含 子 从 转录 初 产物 
中 切除 并 将 外 显 子 连接 起 来 的 过 程 。 

RNA triphosphatase; RNA 三 磷酸 酶 。 在 加 帽 之 前 去 
除 前 体 mRNA 5' 端 上 的 y 磷酸 基 团 的 酶 。 

rolling circle replication; 滚 环 复制 。 双 链 环 状 DNA 
中 的 一 条 链 保持 完整 并 为 另 一 条 链 在 缺 刻 处 的 延 
伸 作 模板 的 DNA 复制 机 制 。 

RRF; 见 ribosome recycling factor. 

FRNA (ribosomal RNA): 核糖 体 RNA。 定 位 于 核糖 
体 上 的 RNA 分 子 。 

TRNA precursor (45S): 前 体 核糖 体 RNA (45S)。 
哺乳 动物 中 的 大 前 体 rRNA。 包 括 28S, 18S 和 
5. 8S 的 序列 。 

rRNA (5. 8S) : 来 自 哺 乳 动物 45S rRNA 前 体 的 最 
小 rRNA,， 存在 于 核糖 体 大 亚 基 (60S) 中 并 与 
28S rRNA 碱 基 配对 。 

rRNA (18S): 存在 于 哺乳 动物 核糖 体 小 亚 基 (40S) 
中 的 rRNA。 

rRNA (28S); 存在 于 哺乳 动物 核糖 体 大 亚 基 中 与 
5. 8S rRNA 碱 基 配对 的 最 大 的 rRNA, 

rrn gene; rm 基因 。 编 码 rRNA 的 细菌 基因 。 

RSS; 见 recombination signal sequence, 

R2D2; 推测 属于 RLC 的 组 成 部 分 的 Dicer 结合 
蛋白 。 

rurroff transcription assay; 截断 转录 分 析 。 一 种 用 
于 体外 定量 测定 某 基因 转录 程度 的 方法 。 一 条 含 
有 基因 调控 区 和 5 区 的 双 链 DNA 在 体外 转录 ， 
并 以 标记 的 三 磷酸 核 苷 对 产物 进行 标记 。RNA E 
合 酶 不 停 地 完全 转录 被 截断 的 基因 〈 包 括 未 端 )， 
产生 预计 长 度 的 短 RNA 产物 ， 产 物 的 丰 度 即 可 
衡量 基因 在 体外 转录 的 程度 。 

rumon transcription assay: 连 缀 转录 分 析 。 一 种 测定 
某 基因 在 体内 转录 量 的 方法 。 首 先 将 含有 正在 进 
行 各 种 RNA 链 延 伸 反 应 的 RNA 聚合 酶 的 细胞 核 
分 离 出 来 ， 这 些 RNA 链 在 体外 标记 核 苷 酸 存在 
条 件 下 继续 延伸 以 标记 RNA 产物 。 然 后 将 这 些 
标记 的 RNA 与 含有 代表 被 测 基因 的 未 标记 样品 
DNA 进行 Southern 印迹 或 点 杂交 ， 与 印迹 上 每 
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一 条 带 或 点 的 杂交 程度 是 衡量 来 自 相应 基因 延伸 
的 RNA 链 的 数量 ,由 此 测定 这 些 基因 转录 的 
程度 。 

Ruy A: 与 Ruv B 一 同 构成 DNA 解 旋 酶 ， 在 大 肠 杆 
菌 同 源 重组 过 程 中 促使 分 支 的 迁移 。 

Ruv B: 和 Ruv A 一 同 构成 DNA 解 旋 酶 ， 在 大 肠 杆 
菌 同 源 重组 过 程 中 促使 分 支 的 迁移 。 还 含有 为 解 
旋 栈 提供 能 量 的 ATP 酶 。 

Rov C: 同 源 重组 的 RecBCD 途径 中 的 解 离 酶 。 


S 


Saccharomyces cerevisiae: 酿酒 醇 母 。 

SAGA: 具有 乙酸 转移 酶 活性 的 转录 接头 复合 物 。 介 
导 某 些 激活 因子 的 效应 。 

SAGE: 见 serial analysis of gene expression, 

scanning: 扫描 。 真 核 生 物 翻 译 起 始 模型 中 ，40S 核 
糖 体 亚 基 结 合 到 mRNA 的 5 端 并 沿 mRNA 扫描 
或 滑动 ， 直 到 在 合适 的 上 下 游 碱 基 环境 中 发 现 第 
一 个 起 始 密码 子 。 

scintillation: 闪烁 。 由 放射 性 物质 发 射 的 光 脉 冲 在 
液 办 计数 器 上 激发 的 荧光 。 

scintillation fluid; 见 liquid scintillation counting. 

screen; 筛选 。 一 种 遗传 分 类 程序 ， 即 从 含有 非 目 标 
个 体 的 群体 中 挑选 出 目的 个 体 ， 但 不 能 自动 去 除 
不 需要 的 个 体 。 

SC35: 一 种 哺乳 动物 SR 类 RNA 结合 蛋白 ， 可 以 在 
某 些 前 体 mRNA 特定 位 点 上 进行 定型 剪接 的 单 
AF. 

SDS PAGE: 见 sodium dodecyl sulfate, 

secondary siRNA; 次 级 siRNA。 位 于 初始 引发 RNA 
(original trigger RNA) 片段 以 外 的 短 的 双 链 
RNA， 并 且 总 是 位 于 引发 RNA HELE) 的 上 
w. 

secondary structure: 二 级 结构 。 多 肽 或 RNA 的 局 部 
PR. MF RNA 而 言 ， 二 级 结构 可 由 分 子 内 碱 
基 配 对 形成 。 

sedimentation coefficient: 沉降 系数 。 衡 量 一 种 分 子 
或 颗粒 在 离心 力 的 作用 下 向 离心 管 底部 运动 速度 
的 参数 。 

seed BAC: 种 子 BAC。 在 大 基因 组 鸟 枪法 测序 时 ， 
为 对 一 个 区 段 进行 完全 测序 所 选择 的 初始 BAC, 

selection: 选择 。 采 用 阻止 生长 或 致死 的 方法 淘汰 非 
目标 生物 个 体 的 遗传 分 类 方法 。 

selenocysteine; 硒 半 胱 胺 酸 。 一 种 稀有 氨基 酸 ， 也 叫 
做 “第 21 种 氨基 酸 "。 硒 取代 了 半 胱 氨 酸 中 的 硫 。 

SELEX (systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment): 指数 级 富 集 的 配 体系 统 进化 技术 。 


一 种 富 集 含 功能 区 核酸 GHA RNA) 或 适 配 体 
的 方法 。 通 过 如 亲 和 层 析 的 方法 将 功能 性 分 子 籍 
选 出 来 ， 随 后 进行 PCR 扩 增 ， 接 着 再 反复 筛选 及 
扩 增 ， 以 达到 指数 级 富 集 的 效果 。 

semiconservative replication: 半 保 留 复制 。 在 DNA 
复制 中 ， 两 条 亲本 链 完 全 分 离 后 分 别 与 一 条 新 的 
子 链 配对 ， 由 此 形成 的 后 代 双 链 中 均 保 留 一 条 亲 
本 链 的 复制 方式 。 

semidiscontinuous replication: 半 不 连续 复制 。DNA 
双 链 分 子 的 一 条 链 按 连续 方式 复制 ， 而 另 一 条 链 
按 不 连续 方式 复制 的 模式 。 

sequenator: 序列 分 析 仪 。DNA 自动 测序 仪 。 

sequence-tagged connector (STC): 序列 标签 连接 子 
(STC)。 在 大 规模 基因 组 测序 中 ， 一 个 大 克隆 如 
BAC 末端 约 500bp 的 序列 。 

sequence-tagged site (STS): 序列 标签 位 点 。 可 以 通 
过 特定 引物 PCR 扩 增 来 鉴别 的 短 DNA 片段 。 

sequencing: 测序 。 确 定 一 个 蛋白 质 的 氨基 酸 顺序 或 
DNA/RNA 的 碱 基 顺 序 的 过 程 。 

serial analysis of gene expression (SAGE) : 基因 表达 
系列 分 析 (SAGE)。 一 种 可 同时 测定 多 个 基因 表 
达 水 平 的 方法 。 采 用 来 自 许多 相关 联 mRNA 对 应 
的 短 cDNA 或 标签 ， 并 对 其 进行 克隆 和 测序 。 出 
现 频 率 最 高 的 标签 即 为 表达 最 活路 的 。 

severe combined immunodeficiency (SCID): 重症 联 
合 免疫 缺陷 (SCID)。 在 人 类 中 无 免疫 系统 的 一 
种 疾病 。 病 因 之 一 是 Artemis 基因 的 缺失 ， 又 称 
“气泡 男孩 ”(bubble boy) 综合 征 。 

SH2 domain; SH2 域 。 在 许多 信号 转 导 蛋白 中 发 现 
的 磷酸 酷 氨 酸 结合 功能 域 。 

SH3 domain; SH3 域 。 可 引起 蛋白 质 间 相 互 作用 的 
富 含 且 氨 酸 的 螺旋 结合 功能 域 。 

Shine-Dalgarno (SD) sequence: SD 序列 。 一 段 与 大 
肠 杆菌 16S rRNA 3' 端 序列 互补 的 富 含 AG 的 序 
列 〈 多 数 为 AGGAGGU)。 这 两 段 序列 间 的 碱 基 
配对 可 协助 核糖 体 与 mRNA 结合 。 

short hairpin RNA (shRNA): 短发 夹 RNA (shR- 
NA)}。 构 建 的 具有 反 向 重复 的 RNA 以 使 其 在 体内 
形成 发 来 结构 并 启动 RNA 干扰 。 

short interfering RNA: 见 siRNA. 

shotgun sequencing: 鸟 枪 测序 法 。 一 种 基因 测序 法 。 
先 将 基因 组 切 成 很 多 小 片段 并 克隆 后 进行 随机 测 
序 ， 然 后 将 这 些小 片段 连接 起 来 以 获得 整个 基因 
组 的 序列 。 

shuttle vector; 穿梭 载体 。 一 种 能 够 在 两 个 或 多 个 不 
同 宿主 中 复制 的 克隆 载体 ， 允 许 重组 DNA 在 不 
同 宿主 间 穿梭 。 


sickle cell disease: 镰 状 细胞 病 。 一 种 产生 异常 B 球 
蛋白 的 遗传 疾病 。 由 于 一 个 氨基 酸 的 改变 使 得 血 
红 蛋 白 在 低 氧 情况 下 产生 聚集 ， 从 而 使 血红 细胞 
HAREE. 

sigma (o): 原核 生物 RNA 聚合 酶 中 赋予 转录 特异 
性 的 一 个 亚 基 ， 具 有 识别 特异 启动 子 的 能 力 。 

signal peptide: 信号 肽 。 一 段 约 20 个 氨基 酸 且 通常 
位 于 多 肽 的 氨基 端的 序列 ， 可 帮助 新 合成 的 多 肽 
及 其 核糖 体 锁定 于 内 质 网 。 带 有 信号 肽 的 多 肽 将 
定向 转运 到 高 尔 基体 中 包装 并 运 出 细胞 。 

signal transduction pathway; 信号 转 导 途径 。 一 种 连 
接 信号 〈 如 生长 因子 结合 在 细胞 表面 ) 与 细胞 内 
基因 激活 (或 抑制 ) 效应 的 生化 途径 。 

silencer; 沉默 子 。 可 在 远 距离 降低 真 核 基 因 转 录 的 
DNA 元件。 

silencing: 沉默 。 真 核 基因 活性 的 抑制 ， 可 通过 在 基 
因 区 形成 异 染色 质 或 更 小 范围 内 的 某 种 机 制 包括 
特定 核 小 体 与 DNA 间 更 紧密 的 结合 来 实现 。 

silent mutation: 沉默 突变 。 在 有 机 体 中 产生 的 一 种 
即使 在 单 倍 体 或 纯 合子 的 情况 下 也 不 可 察觉 的 
突变 。 

SIN3: 一 种 酵母 的 辅 抑 制 因子 。 

SIN3A and SIN3B: 哺乳 动物 中 与 酵母 SINS 对 应 的 
辅 抑制 因子 。 

single-nucleotide polymorphism (SNP); 4% # iit & 
态 性 (SNP)。 某 个 特异 基因 位 点 在 两 个 或 多 个 个 
体 间 的 单个 核 苷 酸 差异 。 

single-strand DNA-binding protein; 见 SSB, 

siRISC; 果 蝇 RNA 干扰 中 有 siRNA 参与 的 RISC。 

SIR2、SIR3 and SIR4: 酵母 异 染色 质 (包括 端 粒 异 
染色 质 ) 形成 所 需 的 相关 蛋白质 。 

siRNA (short interfering RNA): 短 的 干扰 RNA。 双 
链 引发 RNA 的 短片 段 (21 一 28nt) 由 RNA 过 程 
中 Dicer 酶 作用 产生 。 

site-directed mutagenesis: 定点 诱 变 。 将 预期 的 特异 
变异 引入 到 一 个 克隆 基因 中 的 方法 。 

site-specific recombination; 特定 位 点 重组 。 依 赖 于 
有 限 的 序列 相似 性 ， 常 发 生 在 相同 位 置 的 重组 。 

Ski complex; Ski 复合 物 。 能 够 降解 真 核 生物 中 非 终 
JE mRNA; 包括 Ski7p 和 外 切 核酸 酶 在 内 的 复合 
体 的 一 部 分 。 

Ski7p: 识别 真 核 生物 核糖 体 A 位 点 上 mRNA 末端 
poly (A) 的 非 终止 mRNA 的 蛋白 质 ， 它 能 聚集 
RNA 酶 复合 体 降解 非 终 止 mRNA, 

SLI: 包含 TBP 与 3 种 TAFi 的 1 型 转录 因子 。 与 
UBF 协同 激活 聚合 酶 1 结合 DNA 并 转录 。 

slicer; RNA 切割 酶 。 在 RISC 中 切割 靶 mRNA 的 具 
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有 Argonaute? 活性 的 酶 。 

sliding clamp: 滑动 钳 。RNA RAR PF 
端 和 底 架 之 间 的 钳 状 结构 ， 保 证 了 酶 与 DNA 模 
板 的 分 离 ， 因 而 增强 了 前 进 的 连续 性 。 

Slu7: 在 内 含 子 3' 剪 切 末 端 选择 合适 的 AG 进行 剪 
接 所 必需 的 因子 。 

small nuclear RNA (snRNA); 核 内 小 RNA (snR- 
NA)。 在 细胞 核 中 发 现 的 一 系列 小 RNA, SAA 
质 结合 形成 核 内 小 核糖 核 蛋白 体 (snRNP)， 参 与 
前 体 mRNA 的 剪接 。 

small nucleolar RNA (snoRNA): 核 仁 小 RNA (sn- 
oRNA)。 在 核 仁 中 发 现 的 -系列 大 量 存在 的 小 
RNA, 其 中 snoRNA 的 -小 部 分 (El、E2、 
E3)， 与 蛋白 质 结合 形成 核 人 小 核糖 核 蛋白 (sn- 
oRNP)， 参 与 前 体 rRNA 的 加 工 。 

small RNA (sRNA); 小 RNA。 细 菌 中 一 类 短 的 
RNA 分 子 ,与 mRNA 结合 可 控制 翻译 。 

SMOC/TRAP; 人 类 调节 子 蛋白 质 。 

Sm protein: Sm 蛋白 。 在 所 有 snRNP (包括 次 要 的 
snRNP) 中 发 现 的 一 组 七 蛋白 体 。 

Sm site: Sm 位 点 。 在 snRNA 上 与 SM 蛋白 相互 作 
用 的 一 段 序列 (AAUUUGUGG), 

SmpB: 与 tmRNA 结合 并 帮助 其 结合 到 核糖 体 上 的 
和 蛋白质， 可 能 在 某 种 程度 上 弥补 了 tmRNA 上 D 
环 的 缺失 。 

snoRNA; 见 small nucleolar RNA, 

snoRNP; 见 small nucleolar RNA, 

SNP; 见 single-nucleotide polymorphism, 

snRNA; Jil small nuclear RNA. 

snRNP; 见 small nuclear RNA, 

sodium dodecyl sulfate (SDS) ;十 二 烷 基础 酸 钠 。 一 
种 带 强 负电 荷 的 洗涤 剂 ， 用 于 SDS IEP HS ME RE HE 
胶 电 泳 (SDS-PAGE) 中 蛋白质 的 变性 。 

somatic cell: 体 细胞 。 

somatic 5S rRNA gene: 体 细胞 SS rRNA 基因 。 在 体 
细胞 和 卵 母 细胞 中 均 表达 的 SS rRNA 基因 (在 非 
洲 爪 蜡 单 倍 体 中 的 数目 大 约 是 400 个 ) 。 

somatic mutation; 体 细胞 突变 。 一 种 只 影响 体 细胞 
的 突变 ， 因 此 不 会 传 给 下 一 代 。 

S1 mapping: SI 核酸 酶 定位 法 。 绘 制 特异 转录 产物 
末端 图 谱 (或 对 转录 产物 定量 ) 一 种 方法 。 被 标 
记 的 DNA 探 针 与 体内 或 体外 合成 的 转录 物 杂 交 ， 
用 Sl 核酸 酶 去 除 杂交 产物 中 未 杂交 部 分 ， 并 将 被 
探 针 保护 的 部 分 进行 电泳 来 确定 其 大 小 。 

S1 nuclease: SI 核酸 酶 。 单 链 RNA 和 DNA 的 一 种 
特异 核酸 酶 。 用 于 S 核酸 酶 定位 。 

Sos; 一 种 Ras 交换 子 。 
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SOS response: SOS 应 答 。 为 协助 大 肠 杆 菌 细胞 对 环 
境 胁迫 〈 例 如 化 学 诱 变 和 辐射 等 ) 作出 响应 而 进 
行 的 包括 recA 在 内 的 一 系列 基因 的 激活 。 

Southern blotting: Southern 印迹 法 。 将 凝 胶 电 泳 分 
离 的 DNA 片段 转移 至 合适 的 支持 介质 (如 硝酸 
纤维 素 腊 ) 上 ， 以 备 与 标记 探 针 杂 交 。 

spacer DNA; 间隔 DNA。 位 于 重复 基因 (如 rRNA 
基因 ) 之 间或 内 部 的 DNA 序列 。 

specialized gene: 特 化 基因 。 仅 在 某 一 (或 极 少 ) 类 
型 细胞 中 具有 活性 的 基因 。 例 如 ，8 胰岛 细胞 中 
的 胰岛 素 基因 ， 血 红细胞 中 的 球 蛋白 基因 。 又 称 
为 奢侈 基因 。 

spliced leader (SL): SASF, HIG dhe yh 
合成 的 35 核 苷 酸 的 前 导 序 列 ， 被 反 式 剪接 至 表面 
抗原 基因 mRNA 的 编码 区 内 。 

spliceosome: BYE. Ai) RNA- 蛋 白质 复合 体 ， 是 
核 内 前 体 mRNA 进行 剪接 的 场所 。 

spliceosome cycle: BRK. WAI M. WHE 
及 解 离 的 过 程 。 

splicing: BY. Hf RNA 的 内 含 子 去 除 并 将 两 段 外 
显 子 连接 起 来 的 过 程 。 

splicing factor: WEAF. tÉ snRNP 在 内 的 、 对 
核 前 体 mRNA 剪接 起 关键 作用 的 蛋白 质 。 

Spoll: 酵母 中 能 够 产生 DSB 并 启动 减 数 分 裂 重组 
的 内 切 核酸 酶 . 

spore: 孢 子 。 中 由 植物 或 真菌 经 有 性 过 程 ， 或 真菌 
经 无 性 过 程 形成 的 特异 单 倍 体 细胞 。 后 者 也 可 作 
为 配子 ， 或 萌发 产生 新 的 单 倍 体 细胞 。@ 某 种 细 
菌 在 逆境 下 经 无 性 过 程 产 生 的 一 种 特异 细胞 。 这 
种 孢子 情 性 相对 较 强 且 对 逆境 具 抗 性 。 

sporulation: 孢子 发 生 。 

squelching: 压制 。 通 过 增加 一 个 激活 因子 的 浓度 来 
抑制 另 一 个 激活 因子 。 可 能 是 由 对 稀缺 的 通用 因 
子 的 竞争 而 引起 。 

SRB and MED-containing cofactor (SMCC): 见 
SMCC/TRAP, 

SRC: 见 steroid receptor coactivator. 

SRC-1, SRC-2 and SRC-3; 见 steroid receptor coacti- 
vator (SRC), 

sRNA: 见 small RNA, 

SR protein: SR 蛋 和 白质。 一 组 富 含 丝氨酸 和 精 氨 酸 
与 RNA 结合 的 蛋白 质 。 

SSB: 单 链 DNA 结合 蛋白 ， 参 与 DNA 复制 和 重组 
过 程 。 与 单 链 DNA 结合 以 阻止 其 与 互补 链 的 碱 
基 配 对 。 

STC: 见 sequence-tagged connector。 

steroid receptor coactivator (SRC): 类 固 醇 受 体 辅 激 


BF (SRC)。 一 个 结合 带 有 配 体 的 类 固 醇 受 体 
的 蛋白 家 族 成 员 ， 能 帮助 这 些 激活 因子 富 集 CBP。 

sticky end: 黏 性 末端 。 能 通过 互补 和 碱 基 配 对 连接 
的 双 链 DNA 的 单 链 末端 。 

Stnlp: 见 Cdcl3p。 

stop codon; 终止 密码 子 。 编 码 翻 译 终止 的 3 种 密码 
F (UAG, UAA, UGA). 

stopped-flow apparatus: 停 流 装置 。 一 种 进行 动力 学 
实验 的 装置 ， 各 种 试剂 在 其 中 被 快速 地 聚集 在 一 
起 ， 并 能 检测 其 反应 过 程 。 

strand exchange: 见 postsynapsis。 

streptavidin; 链 亲 合 素 。 一 种 由 链 霉 菌 产生 的 易 与 
生物 素 结合 的 蛋白 质 。 

streptomycin: 链 老 素 。 一 种 使 核糖 体 误 读 mRNA 而 
杀 死 细菌 的 抗生素 。 

stringency (of hybridization); (杂交 的 ) 严谨 度 。 影 
响 两 条 多 核 苷 酸 链 杂 交 能 力 的 所 有 因素 〈 温 度 、 
盐 离子 、 有 机 溶剂 的 浓度 等 ， 的 组 合 。 在 高 度 严 
谦 条 件 下 ， 只 有 完全 互补 的 链 才 会 杂交 ， 在 低 严 
说 条 件 下 ， 可 以 产生 一 些 错 配 。 

strong-stop DNA: 强 终止 DNA。 反 转录 病毒 RNA 
的 一 种 反 转录 初始 产物 。 它 起 始 于 引物 结合 位 点 ， 
终止 在 病毒 RNA 5 端 下 游 150nt 处 。 

structural genomics; 结构 基因 组 学 。 对 基因 组 序列 
的 研究 〈 原 文 为 ，The study of expression) 。 

structural variation (genomic); 基因 组 结构 变异 。 大 
片段 DNA 的 变异 ， 与 SNP 相反 。 

STS; 见 sequence-tagged site. 

SUMO (small ubiquitin-related modifier) : 小 泛 素 相 
关 修饰 因 于 。 能 够 附加 在 其 他 蛋白 质 〈 如 激活 因 
子 ) 上 的 小 肽 ， 可 以 将 蛋白 质 靶 定 到 细胞 核 内 的 
一 个 隔离 区 内 ， 使 激活 因子 不 能 激活 基因 的 表达 。 

sumoylation; SUMO 化 。 将 SUMO 蛋白 附加 在 其 他 
蛋白 质 上 。 

supercoil; 见 superhelix。 

superhelix: 超 螺旋 。 环 状 双 链 DNA 的 一 种 形式 ， 
其 中 双 螺 旋 像 接 捡 的 橡胶 带 自 我 缠绕 。 

superinfection (A phage): 重复 感染 。 一 个 》 噬菌体 
的 溶 源 细菌 又 被 另 一 个 入 噬菌体 感染 - 

supershift: 超 变动 。 当 新 的 蛋白 质 结合 到 蛋白 质 - 
DNA 复合 体 时 所 引起 的 凝 胶 电泳 迁移 率 额外 变动 
的 现象 。 

suppression; 抑制 。 一 种 突变 对 另 一 种 突变 的 补偿 。 

suppressor mutation: 抑制 子 突变 。 能 够 道 转 相同 或 
不 同 基因 上 突变 效果 的 突变 。 

SV40: 猿 猴 病毒 40。 具 有 小 环 状 基因 组 的 DNA fil 
病毒 ， 能 对 某 些 哮 齿 动物 致 瘤 。 


SWI/SNF: 通过 破坏 核 小 体 核心 帮助 染色 质 重建 的 
辅 激活 因子 家 族 。 

synapsis: 联 会 。 在 大 肠 杆 菌 同 源 重组 过 程 中 ， 参 与 
交换 的 单 链 和 双 链 DNA 中 互补 序列 的 并 行 排列 。 

syntenic block: 同 线 群 。 在 不 同 生 物 间 具有 保守 基 
因 顺 序 的 DNA 群 。 

synteny: 同 线性 。 不 同 生物 间 基 因 顺 序 的 保守 性 ， 
即 在 给 定 生物 中 相同 染色 体 上 基因 的 排列 方式 。 

synthetic lethal screen; 合成 致死 筛选 。 对 相互 作用 
基因 的 一 种 筛选 方法 。 利 用 细胞 带 有 非 致死 性 突 
变 〈 即 条 件 致 死 突 变 ) 的 一 种 基因 搜寻 其 他 基因 ， 
在 这 些 基因 中 通常 的 非 致死 性 突变 却 是 细胞 致死 
性 的 。 这 可 能 意味 着 ， 这 两 种 基因 的 产物 以 某 种 
方式 相互 作用 ， 其 中 任意 一 种 有 缺陷 是 不 会 致死 
的 ， 但 两 种 都 有 缺陷 则 是 致死 的 。 

T 

TAF; 见 TBP-associated factor, 

tag (in SAGE); 标签 (在 SAGE 中 )。 细 胞 中 对 应 于 
mRNA 的 短 cDNA 片段。 

tag SNP: 标签 SNP。 揭 示 同 一 区 段 上 其 他 SNP 特点 
的 判断 性 SNP. 

T antigen; T 抗 原 。DNA sat fi HE SV40 的 早期 基因 
区 域 的 主要 产物 。 是 具有 DNA 解 旋 酶 活性 的 
DNA 结合 蛋白 ， 能 够 转化 细胞 从 而 致 瘤 。 

Taq polymerase: Taq 聚合 酶 。 从 水 生 嗜 热 杆菌 
(Thermus aquaticus) 中 分 离 出 来 的 耐 商 温 的 
DNA RAM. 

target mRNA: #2 mRNA。 在 RNA Fip BEE LAL, 
降解 的 mRNA。 

TATA box: TATA o KEM RNA RAN IT 
识别 的 真 核 生物 启动 子 中 ， 位 于 转录 起 始 位 点 上 
游 25 一 30 个 碱 基 处 ， 具 有 TATAAAA 保守 序列 
的 元 件 称 为 TATA &. 

TATA-box-binding protein (TBP): TATA ®t f Æ 
G (TBP), SÆ 1, MW 类 前 起 始 复合 物 中 
的 SLI, TF IDA TF IIB 因 子 中 的 亚 基 。 与 含 
Ai TATA 盒 的 开 类 启动 子 的 TATA RAA. 

t loop: t 环 。 在 真 核 生物 染色 体 的 端 粒 中 形成 的 环 。 

T loop: T 环 。tRNA 分 子 中 具有 几乎 不 变 的 TyC 序 
P HERD 的 环 ， 通 常 画 在 结构 图 的 右 侧 。 

TBP: 见 TATA-box-binding protein, 

TBP associated factor: TBP 结合 因子 。 在 SLI, 
TF: Dat TF B 因 子 中 与 TBP 结合 的 蛋白 质 。 
TBP-free TAF IFeontaining complex (TFTC): 缺乏 

TBP 的 可 替换 的 TFu D 因子 。 
TBP-like factor (TLF): 类 TBP 因子 (TLF)。TBP 
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AR, >Re A RRL TATA & 
弯曲 的 功能 。 作 为 TBP 的 替代 物 至 少 可 与 某 些 缺 
Z TATA RH 条 型 启动 子 结合 。 

TBP-related factor 1 (TRF1): TBP- 相 关 因子 1 
(TRF1)。 在 果 蝇 神经 发 育 中 发 现 的 具有 活性 的 另 
一 种 TBP。 

TC-NER: 见 transcription-coupled NER. 

T-cell receptor (TCR): T 细胞 受 体 。T 细胞 表面 的 
抗原 结合 蛋白 。 由 两 条 重 链 (8) 和 两 条 轻 链 (a) 
组 成 。 

T-DNA: Ti 质粒 上 诱导 肿瘤 发 生 的 一 段 DNA, 

TEBP: telomere end-binding protein, 

telomerase: 端 粒 酶 。 一 种 能 够 在 DNA 复制 之 后 延 
伸 端 粒 末端 的 酶 。 

telomere: 端 粒 。 真 核 生物 中 含有 短 DNA 序列 串联 
重复 结构 的 染色 体 末 端 。 

telomere end-binding protein (TEBP) ; 端 粒 末端 结合 
蛋白 (TEBP)。 存 在 于 纤毛 原生 动物 中 ， 与 端 粒 
末端 结合 使 其 不 被 降解 和 DNA 修复 酶 修饰 的 一 
种 二 聚 体 蛋 白 。 

telomerase reverse transcriptase (TERT): 端 粒 酶 反 
转录 栈 (TERT) 。 具 有 反 转 录 酶 活性 位 点 的 端 粒 
酶 亚 基 。 

telomere position effect (TPE): 端 粒 位 置 效 应 。 沉 
默 近 端 粒 基因 的 效应 。 

temperate phage: 温和 噬菌体 。 能 够 进入 溶 源 期 并 形 
成 原 噬菌体 的 噬菌体 。 

temperature-sensitive mutation; 温度 敏感 型 突变 。 一 
种 在 高 温 〈 非 许可 温度 ) 下 产生 有 缺陷 产物 ， 而 
低温 〈 许 可 温度 ) 下 产生 有 功能 产物 的 突变 。 

template: 模板 。 指 导 合 成 互补 多 聚 核 苷 酸 的 一 条 多 
HME CRNA 或 DNA)， 如 一 条 DNA 链 可 作 
为 转录 的 模板 。 

template DNA strand: 模板 DNA 链 。 基 因 中 与 RNA 
产物 互补 的 DNA 链 ， 即 合成 RNA 的 模板 链 。 有 
时 又 称 反 密 码 链 或 反 义 链 。 

Tenlp: 见 Cdcl3p, 

teratogen: 致 畸 剂 。 导 致 生物 异常 发 育 的 物质 。 

terminal transferase: 末端 转移 酶 。 一 种 将 脱氧 核糖 
核酸 一 次 一 个 地 加 至 DNA 3' 端 的 酶 。 

terminal uridylyl transferase (TUTase): RR EE 
转移 酶 。 在 RNA 编辑 过 程 中 把 UMP 残 基 加 至 前 
体 mRNA 上 的 酶 。 

terminator: 终止 子 。 见 transcription terminator, 

Ter site: Ter 位 点 。 在 大 肠 杆菌 DNA 复制 的 终止 区 
域 的 6 个 位 点 ， 分 别 为 ，Ter4、TerB、TerC、 
TerD、TerE 和 TerF。 
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TERT; 见 telomerase reverse transcriptase, 

tertiary structure: 三 级 结构 。 多 肽 或 RNA 的 全 方位 
的 三 维 立体 结构 。 

tetramer (protein): 四 聚 体 。4 个 多 肽 形成 的 复 
合体 。 

TFIA: 能 够 使 TF ID 与 TATA 盒 稳定 结合 的 I 
类 通用 转录 因子 。 

TFIIB: 在 体外 于 TF II D 因子 之 后 结合 到 启动 子 
上 的 开 类 通用 转录 因子 ， 帮 助 TF IF 和 RNA 
合 酶 II 结合 到 启动 子 上 。 

TF Be; TF I B 因 子 中 与 TBP 致 夸 曲 后 的 TATA 
盒 结合 的 C 端 功 能 域 。 

TFH By: TF IBAF HAAF RNA RAN IK 
性 位 点 附近 的 N 端 功 能 域 ， 使 RNA RAN II 定 
位 于 距 TATA 盒 正 确 的 位 置 以 便 起 始 转录 。 

TEID: 在 体外 首先 结合 到 含 TATA 盒 的 启动 子 上 
的 了 类 通用 转录 因子 ， 并 作为 前 起 始 复合 物 组 装 
的 集结 位 点 。 包 含 TATA 盒 结合 蛋白 (TBP) 和 
TBP 结合 因子 (TAFus)。 

TF ILE; 在 体外 与 TF IF 和 RNA 聚合 酶 之 后 ， 但 
在 TF II H 之 前 结合 到 前 起 始 复合 体 上 的 TT 类 通 
用 转录 因子 。 

TFIIF; 在 体外 与 TF I B 结 合 之 后 并 与 RNA 聚合 
酶 II 协同 结合 到 前 起 始 复合 体 上 的 开 类 通用 转录 
因子 。 

TF UH: 在 体外 最 后 结合 到 前 起 始 复合 体 上 的 I 
通用 转录 因子 。 具 有 蛋白 激酶 和 DNA 解 旋 酶 
活性 。 

TF US: 通过 限制 RNA 聚合 酶 II 在 暂停 位 点 的 停 
留 ， 激 发 转录 延伸 的 蛋白 质 。 

TFWM A; 通过 促进 TF B 的 结合 , 与 TF IIC 共 
同 协助 激活 真 核 生物 5S rRNA 基因 转录 的 一 种 通 
用 转录 因子 。 

TF UB: 通过 结合 基因 的 上 游 区 域 来 激活 由 RNA 
RA ll 调控 基因 转录 的 通用 转录 因子 。 

TF IC: 激发 TF II B 与 经 典 的 I 型 基因 结合 的 
通用 转录 因子 。 

TfR: § transferrin receptor, 

TETC: S TBP-free TAFII-containing complex, 

thermal cycler: 热 循环 仪 。 通 过 在 引物 退火 、DNA 
延伸 和 DNA 变性 3 种 温度 之 间 不 断 循环 而 自动 进 
行 PCR 反应 的 仪器 。 

thymidine: 胸腺 哮 啶 脱氧 核 背 。 含 有 胸腺 喀 啶 的 核 
Fm. 

thymine (T): ERIE, £ DNA +145 fig eens fe xt 
的 喀 啶 碱 基 。 

thymine dimer: 胸腺 喀 啶 二 阳 体 。 在 同一 条 DNA 链 


中 两 个 相 邻 的 胸腺 喀 啶 共 价 连 接 在 一 起 ,干扰 与 
其 互补 链 上 对 应 腺 嗓 叭 间 的 配对 。 

thyroid hormone receptor (TR): 甲状 腺 激素 受 体 。 
一 种 细胞 核 受 体 。 当 缺乏 甲状 腺 素 时 起 抑制 作用 ， 
而 甲状 腺 素 存在 时 则 成 为 激活 因子 。 

thyroid hormone receptor associated protein (TRAP); 见 
SMCC/TRAP. 

thyroid hormone response element (TRE): 甲状 腺 激 
素 响 应 元 件 。 对 甲状 腺 素 受 体 与 甲状 腺 素 复合 物 
响应 的 增强 子 。 

TIF-1B: 存在 于 某 些 低 等 真 核 生物 中 ， 与 人 类 的 
SLI 同 源 。 

Ti plasmid; Ti 质粒 。 来 自 根 瘤 农 杆菌 中 的 致 瘤 质 
粒 。 通 常用 作 携 带 外 源 基因 进入 植物 细胞 的 载体 。 

TLF: 见 TBP-like factor. 

tmRNA; 见 transfer-messenger RNA, 

tmRNA-mediated ribosome rescue: tmRNA 介 导 的 核 
糖 体 择 数 。 用 tmRNA 在 缺乏 终止 密码 子 的 
mRNA 上 拯救 停 运 的 核糖 体 。tmRNA 负载 丙 氨 酸 
后 进入 停 运 核糖 体 的 A 位 点 ， 并 将 丙 氨 酸 供给 停 
止 合成 的 多 肽 。 在 转 位 过 程 中 ， 这 个 具有 短 可 读 
HER tmRNA 转 至 P 位 点 ， 取 代 非 终止 的 mRNA。 

Tn3: 大 肠 杆 菌 中 编码 氨 茶 青霉素 抗 性 基因 的 转 
EF. 

toeprint assay: 趾 纹 分 析 。 测 定 与 DNA 或 RNA 结 
合 蛋 白质 的 边界 所 用 的 引物 延伸 分 析 方法 。 

topo IV: 拓扑 异 构 酶 IV 。 在 大 肠 杆菌 DNA 复制 结 
束 时 使 子 代 双 螺旋 脱 连环 的 酶 。 

topoisomerase: 拓扑 异 构 酶 。 改 变 DNA 超 螺旋 或 拓 
扑 结构 的 酶 。 
type I topoisomerase: 工 型 拓扑 异 构 酶 。 将 瞬时 单 

链 缺 刻 引入 DNA 底 物 的 酶 。 
type II topoisomerase: JI 型 拓扑 异 构 酶 。 将 瞬时 双 

链 缺 刻 引 入 DNA 底 物 的 酶 。 

torus: 一 种 圆 环 结构 。 

‘TPA; 12-0- 十 四 烷 酰 佛 波 醇 -13- 醋 酸 盐 。 一 种 佛 
波 酯 。 

TPE; i telomere position effect, 

trailer; 尾随 序列 。 位 于 mRNA 3 端的 终止 密码 子 
与 poly (A) 序列 之 间 的 非 翻 译 碱 基 区 域 ， 也 称 
3'-UTR. 

trans-acting: 反 式 作用 。 用 于 描述 基因 元 件 的 专 有 
名 词 ， 如 阻 坎 物 基因 或 转录 因子 基因 ， 它 们 可 以 
影响 位 于 不 同 染色 体 上 的 其 他 基因 。 这 些 反 式 作 
用 基因 通过 产生 能 在 远 距 离 作 用 的 可 扩散 物质 发 
挥 功 能 。 

transcribed fragment (transfrag): 转录 片段 。 在 微 


阵列 检测 中 ， 由 转录 物 所 代表 的 基因 组 的 一 小 段 
KR. 

transcribed spacer: (可 ) 转录 间隔 区 。 前 体 rRNA 中 
的 一 部 分 区 域 ， 在 形成 成 熟 cRNA 的 加 工 过 程 中 
被 去 除 。 

transcript: 转录 物 。 一 个 基因 的 RNA 拷贝 。 

transcription; 转录 。 从 基因 到 其 RNA 拷贝 的 合成 
过 程 。 

transcription-activating domain: 转录 激活 域 。 转 录 
激活 因子 中 激活 转录 的 部 分 。 

transcription arrest: 转录 停滞 。 在 转录 过 程 有 时 会 
发 生 永久 暂停 ， 这 类 停滞 需要 借助 外 力 才能 重新 
开始 转录 。 

transcription bubble: 转录 泡 。 在 合成 RNA 过 程 中 
紧 随 RNA 聚合 酶 之 后 的 局 部 解 链 的 DNA 区 域 。 

transcription-coupled NER (TC-NER): 转录 偶 联 的 
核 苷 切除 修复 。 一 种 核 苷 酸 切 除 修 复 ， 因 为 需要 
RNA 聚合 酶 检测 损伤 并 召集 NER 装置 ， 因 此 只 
能 去 除 转 录 链 的 损伤 。 

transcription factor: 转录 因子 。 通 过 结合 启动 子 或 
增强 子 元 件 激发 〈 或 有 时 抑制 ) 真 核 基因 转录 的 
蛋白 质 。 

transcription pause: 转录 暂停 。 转 录 的 临时 中 断 ， 
通常 能 被 聚合 酶 所 逆转 。 

transcription terminator; 转录 终止 子 。 引 发 转录 终 
止 的 一 段 特异 的 DNA 序列 。 

transcription unit: 转录 单位 。 由 启动 子 和 终止 子 界 
定 的 一 段 DNA 区 域 ， 也 是 一 个 独立 的 单位 。 可 
能 含有 多 个 编码 区 ， 如 在 腺 病毒 中 的 主要 晚期 转 
录 单 位 。 

transcriptional mapping: 转录 作 图 。 将 转录 物 (并 
非 只 是 基因 ) 定位 于 基因 组 特定 位 点 上 。 

transcriptome; 转录 组 。 某 一 生物 一 生 中 所 产生 的 所 
有 转录 物 的 总 和 。 

transcriptomics; 转录 组 学 。 对 某 种 生物 的 转录 物 进 
行 全 面 研 究 的 科学 。 

transcript of unknown function (TUF): 未 知 功能 的 
转录 物 (TUF)。 功 能 未 知 的 非 编码 蛋白 的 转 
录 物 。 

transesterification: 转 酯 (反应 )。 打 开 一 个 酯 键 并 
同时 生成 另 一 个 酯 键 的 反应 ， 如 细胞 核 前 体 mR- 
NA 剪接 索 套 中 间 体 的 形成 就 是 转 酯 反应 的 过 程 。 

transfection: 转 染 。 将 外 源 DNA 转 人 真 核 生 物 的 
细胞 。 

transferrin; 运 铁 蛋 白 。 通 过 与 运 铁 蛋 白 受 体 结合 将 
铁 输 入 细胞 内 的 一 种 含 铁 蛋 白质 。 

transferrin receptor (TIR): 运 铁 蛋 白 受 体 。 结 合 运 
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铁 蛋 白 且 人 允许 与 其 有 效 负载 的 铁 进入 细胞 的 一 种 
膜 蛋 白 。 

transfer-messenger RNA (tmRNA): 转移 信使 RNA 
(tmRNA)。 类 似 tRNA 且 能 拯救 非 终 止 mRNA 上 
停 运 核糖 体 的 一 段 300nt 的 RNA, 

transfer RNA; 见 tRNA, 

transformation (genetic): 遗传 转化 。 导 和 人 外 源 
DNA 使 细胞 基因 组 成 发 生变 化 的 过 程 。 

transgene; 转基因 。 将 外 源 基因 移植 到 某 种 生物 体 
内 并 使 其 成 为 转基因 生物 的 过 程 。 

transgenic organism: 转基因 生物 。 转 入 一 个 或 一 组 
新 基因 的 生物 。 

transition: ( 碱 基 ) 转换 。 由 喀 喧 取代 喀 啶 或 嘎 叭 取 
代 味 叭 所 导致 的 突变 。 

translation; 翻译 。 核 糖 体 利用 mRNA 携带 的 信息 
合成 蛋白 质 的 过 程 。 

translesion synthesis (TLS); (DNA) 跨 损伤 合成 。 
通过 复制 绕 过 DNA 损伤 区 域 的 修复 机 制 。 

translocation: 转 位 。 翻 译 延伸 阶段 中 紧 接 肽 酰 转 移 
酶 反应 之 后 的 步骤 ， 此 过 程 中 mRNA 在 核糖 体 上 
移动 一 个 密码 子 长 度 并 让 一 个 新 的 密码 子 进入 核 
糖 体 A 位 点 。 

transmission genetics: 传递 遗传 学 。 研 究 基因 从 一 代 
向 下 一 代 传递 的 科学 。 

transpeptidation: 转 肽 作用 。 由 肽 酰 转移 酶 催化 的 
《形成 肽 键 的 ) 反应 。 

transposable element: 转 座 元 件 。 可 以 从 基因 组 的 一 
个 位 点 移动 至 另 一 位 点 的 DNA 元 件 。 

transposase: 转 座 酶 。 由 转 座 子 编码 并 催化 转 座 的 一 
类 蛋白 质 的 总 称 。 

transposition: 转 座 。DNA 元 件 〈 转 座 子 ) 从 一 个 位 
点 到 另 一 个 位 点 移动 的 过 程 。 

transposon; 见 transposable element. 

trans-splicing: 反 式 剪接 。 将 两 个 不 同 转录 单位 合成 
的 RNA 片段 剪接 在 一 起 。 

trans-translation; 反 式 翻译 。 发 生 在 tmRNA sp 
的 核糖 体 皇 救 过 程 中 ， 由 阅读 非 终止 mRNA 到 阅 
读 tmRNA 可 读 框 之 间 的 转换 。 

transversion; Wi. EH "HUE FORMS BR OE MS BF He e 
院 所 导致 的 突变 。 

tre promoter: tre 启动 子 。 用 于 多 种 表达 载体 的 启动 
F, CUR up 启动 子 的 一 35 框 ， 以 提供 强度 ， 
lac 启动 子 的 一 10 框 和 操纵 基因 ， 以 提供 诱导 性 。 

TRE; § thyroid hormone response element. 

TRF1 and TRF2 (TIAGGG repeat-binding factor): 
TTAGGG 重复 序列 结合 因子 。 特 异地 结合 端 粒 的 
双 链 DNA 的 端 粒 结合 蛋白 。 
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TRF1; 见 TBP-related factor 1, 

trigger dsRNA: 触发 双 链 RNA。 引 发 RNA 干涉 的 
双 链 RNA。 

Trl: 一 种 GAGA 框 结合 蛋白 。 

tRNA (transfer RNA); 转运 RNA。 一 端 结合 氨基 
酸 ， 另 一 端 识别 mRNA 密码 子 的 小 分 子 RNA, 
充当 由 mRNA 密码 翻译 成 氨基 酸 序列 过 程 中 的 适 
配器 作用 。 

tRNA charging: tRNA 负载 。 由 氨 酰 -tRNA 合成 酶 
催化 ,将 tRNA 与 相应 氨基 酸 相 偶 联 的 过 程 。 

tRNA; 细菌 中 负责 起 始 蛋 白质 合成 的 CRNA, 

ERNA: 真 核 生物 中 负责 起 始 蛋 白质 合成 的 :RNA， 
其 类 似 物 有 tRNA} 。 

tRNAM : 将 甲 硫 氨 酸 插 人 有 链 内 部 的 tRNA, 

tRNA A-like domain; tRNA A 类 似 结构 域 。 一 种 5 
端 和 3 端 碱 基 配 对 的 tmRNA， 其 类 似 于 tRNA 的 
KIW. 

trp operon: 色 氨 酸 操纵 子 。 编 码 合成 色 氨 酸 的 一 系 
列 酶 的 操纵 子 。 

trp repressor; 色 氨 酸 阻 遇 物 。 色 氨 酸 操纵 子 的 阻 遇 
物 ， 由 色 氨 酸 阻 过 物 蛋白 和 辅 阻 过 物色 氨 酸 共同 
组 成 。 

trypanosome: 锥 形 虫 。 寄 生 在 哺乳 动物 和 采 采 蜗 体 
内 的 原生 动物 ;后 者 通过 叮咬 哺乳 动物 传播 疾病 。 

T segment: T 节 。 一 种 可 在 拓扑 异 构 酶 (作用 下 穿 
过 G 片段 通道 的 DNA 片段 。 

tumor suppressor gene; 肿瘤 抑制 基因 。 可 控制 细胞 
分 化 从 而 抑制 恶性 肿瘤 发 展 的 基因 。 

Tus; Ter 利用 底 物 。 结 合 Ter 位 点 且 参 与 复制 终止 
的 一 种 大 肠 杆菌 蛋白 。 

TUTase: 见 terminal uridylyl transferase, 

two-dimensional gel electrophoresis; 双向 凝 胶 电 泳 。 
一 种 高 分 辩 率 分 离 蛋 白质 的 方法 。 首 先 通过 等 电 
到 焦 进行 蛋白 质 的 一 维 分 离 ， 然 后 经 SDS- PAGE 
进行 二 维 分 离 。 

Ty: 通过 类 似 于 反 转 录 病 毒 机 制 进行 转 座 的 酵母 转 
座 子 。 

U 


Ul snRNP: 第 一 个 识别 细胞 核 前 体 mRNA 5' 端 剪接 
位 点 的 snRNA, 

U2AF35 and U2AF65: U2AF 的 两 个 亚 基 。 

U2-associated factor (U2AF) : U2 结合 因子 。 通 过 结 
合 3 WL AHS ROE AM AG 序列 ， 帮 助 识 
别 3 剪接 位 点 上 正确 AG 的 剪接 因子 。 

U2 soRNP: 识别 细胞 核 前 体 mRNA 分 支 位 点 的 
snRNA, 


U3: 反 转 录 病 毒 中 的 长 末端 重复 序列 (LTR) 上 的 
3 端 非 翻译 区 。 

U4 snRNP: snRNP 的 一 种 组 分 , 在 U6 snRNA 开始 
对 核 前 体 mRNA 进行 剪接 之 前 ， 它 的 RNA 与 U6 
snRNP 中 的 RNA 实现 碱 基 配 对 。 

U4atac: 具有 与 U4 snRNA 同样 功能 的 一 种 较 小 的 
snRNA。 参 与 对 变异 的 内 含 子 的 剪 切 过 程 。 

US: 反 转 录 病 毒 的 LTR 上 的 5' 端 非 翻 译 区 。 

US snRNP: 同时 与 外 显 子 -内 含 子 接合 区 的 5 端 和 
3' 端 结合 从 而 在 剪接 中 帮助 两 个 外 显 子 相互 靠近 
的 一 种 snRNP, 

U6 snRNP: snRNP 的 一 种 组 分 , 在 剪接 体 中 其 
RNA 与 前 体 mRNA 中 的 5 端 剪接 位 点 及 U2 
snRNP 中 的 RNA 实现 碱 基 配对 。 

U6atac: 具有 与 U6 snRNA 同样 功能 的 一 种 较 小 的 
snRNA, 参与 对 变异 的 内 含 子 的 剪 切 过 程 。 

ULI snRNP; 具有 与 Ul snRNA 同样 功能 的 一 种 较 
小 的 snRNA, 参与 对 变异 的 内 含 子 的 剪 切 过 程 。 
U12 snRNP: 具有 与 U2 snRNA 同样 功能 的 一 种 较 
小 的 snRNA, 参与 对 变异 的 内 含 子 的 剪 切 过 程 。 

UAF: 见 upstream activating factor. 

ubiquitin: 泛 素 。 一 种 能 单个 或 成 串 地 附加 在 蛋白 
质 (包括 激活 因子 ) 上 的 小 多 肽 。 单 一 泛 素 化 通 
常 对 激活 因子 具有 激活 效应 ， 而 多 珍 泛 素 化 标记 
的 蛋白 质 将 运 至 蛋白 酶 体 降解 。 

ubiquitinated protein; 泛 素 化 蛋白 。 至 少 附加 了 一 个 
泛 素 分 子 的 蛋白 质 。 

UASc : 见 upstream activating sequence, 

UBF: 见 upstrearmbinding factor. 

ultraviolet (UV) radiation; 紫外 辐射 。 来 自 日 光 中 
的 紫外 线 辐射 可 导致 DNA 产生 喀 啶 二 聚 体 。 

UmuC: UmuD;C 复合 体 组 分 的 一 种 。 

umuC: umuDC 操纵 子 上 的 一 种 基因 ， 由 DNA 损伤 
SOS 应 答 诱导 。 

UmuD: UmuD:C 复合 物 的 一 种 组 分 ， 可 由 和 蛋白酶 
修剪 形成 UmuD 。 

umuD: 一 种 umuDC 操纵 子 基因 ， 被 DNA 损害 引 
起 的 SOS 响应 所 诱导 。 

umu DC: 含有 umuD 和 wumuC 基因 的 操纵 子 。 

UmuDiC: 也 被 称 作 DNA 聚合 酶 V， 能 忽略 由 喀 喧 
二 聚 体 引起 的 易 错 突变 。 

undermethylated region: 低 甲 基 化 区 。 基 因 内 或 其 两 
侧 的 相对 较 少 或 无 甲 基 的 一 段 区 域 。 

unidirectional DNA replication; 单 向 DNA 复制 。 沿 
着 一 个 方向 且 仅 有 一 个 活跃 复制 丸 的 一 种 复制 。 

unit cell: MR. HAP HERB. 

untranslated region (UTR): 非 翻译 区 。 位 于 mRNA 


编码 区 外 的 5 端 或 3 端 不 被 翻译 的 区 域 。 

UP element; 上 游 元 件 。 在 某 些 细菌 强 启动 子 的 一 
35 框 上 游 发 现 的 额外 启动 子 元 件 ， 能 额外 增强 聚 
合 酶 与 启动 子 间 的 相互 作用 。 

Upfl and Upf2: 哺乳 动物 了 细胞 下 游 不 稳定 元 件 的 
一 部 分 。 

up mutation; 上 升 突 变 。 通 常 发 生 在 启动 子 中 并 导 
致 基因 表达 增强 的 一 种 突变 。 

UPE: 见 upstream promoter element, 

upstream activating sequence (UAS;): 上 游 激 活 序 
列 。 醇 母 中 结合 于 激活 因子 GAL 上 并 作用 于 半 
乳糖 利用 基因 的 增强 子 。 

upstream activating factor (UAF); 上 游 激活 因子 。 
UBF 的 酵母 同 源 物 。 

upstream-binding factor (UBF): 上 游 结 合 因子 。 结 
合 在 上 游 启动 子 元 件 (UPE) 上 的 1 型 转录 因子 ， 
与 SL1 协同 促进 聚合 酶 1 的 结合 和 转录 。 

upstream-binding site (UBS); 上 游 结 合 位 点 。 结 合 
终止 子 上 RNA 发 夹 结构 的 上 半 部 分 ， 并 由 此 延 
缓 发 夹 结构 的 形成 ， 随 后 抑制 转录 终止 的 细 桂 核 
ay RNA 聚合 酶 上 的 位 点 。 

upstream promoter element (UPE); 上 游 启动 子 元 
件 。 在 某 些 真 核 生 物 [型 和 II 型 启动 子 中 发 现 的 
位 于 核心 启动 子 上 游 的 启动 子 元 件 。 这 两 类 启动 
子 中 的 上 游 元 件 序列 是 完全 不 同 的 。 

uracil (U); RER, 4 RNA 中 与 胸腺 喀 啶 类 似 的 
一 种 喀 啶 碱 基 。 

uracil N-glycosylase: BRUE MÈ N- 糖 基 化 酶 。 从 DNA 
链 中 除去 尿 哮 啶 从 而 留 下 一 个 无 碱 基 (无 碱 基 的 
糖 ) 位 点 的 酶 。 

uridine: FRE. SPR MBE HTT. 

UTR: 非 翻 译 区 。 在 mRNA 的 3' 端 或 5 端 不 被 翻译 
的 区 域 。 


v 


variable loop: 可 变 环 。 位 于 tRNA 分 子 中 的 反 密 码 
FAT 环 之 间 的 环 或 茎 。 

variable number tandem repeat (VNTR): 可 变 串联 
重复 数 。 在 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 位 点 间 含 有 串 
联 重复 的 微 卫 星 序列 的 一 类 RFLP. 

variable region; 易 变 区 域 。 抗 体 上 特异 结合 外 源 物 
质 或 抗原 的 区 域 。 顾 名 思 义 ， 此 区 域 在 不 同 抗体 
间 有 很 大 变化 。 

V (D) J joining: V (D) J 连接。 包括 分 离 胚 胎 基 
因 的 V 和 J] 或 V、D 和 J 等 片段 及 随后 的 重组 事 
件 在 内 ， 形 成 有 活性 免疫 球 蛋 白 或 T 细胞 受 体 基 
因 的 组 装 过 程 。 
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vector: 载体 。 在 基因 克隆 实验 中 作为 携带 者 的 
DNA (质粒 或 噬菌体 DNA), 

vegetative cell: 营养 细胞 。 仅 通过 分 裂 而 不 是 形成 钨 
子 或 有 性 繁殖 进行 增殖 的 细胞 。 

virulent phage: 烈性 哈 菌 体 。 裂 解 宿 主 的 噬菌体 。 

void volume: 外 水 体积 。 凝 胶 层 析 实 验 中 ， 包含 大 
分 子 不 能 进入 胶 孔 的 部 分 。 

VP16: 带 有 酸性 转录 激活 域 〈 但 没有 DNA 结合 域 ) 
的 疱疹 病毒 转录 因子 。 


w 


Western blot: Western 印迹 法 。 蛋 白质 经 电泳 并 转 
膜 ， 然 后 与 特异 抗体 或 抗 血 清 反应 ， 最 后 抗体 由 
标记 的 二 抗 或 蛋白 A 进行 检测 。 

wobble: 揭 摆 。 密 码 子 的 第 三 个 碱 基 有 可 能 与 反 密 
码 子 的 第 一 个 碱 基 形成 非 沃 森 - 克 里 克 的 碱 基 配对 
方式 ， 从 而 允许 tRNA 解读 更 多 密码 子 。 

wobble base pair; 摇摆 碱 基 配对 。 通 过 播 摆 原 理 
(如 G-U 或 A-1 的 配对 ) 形成 的 碱 基 配对 。 

wobble hypothesis; 摇摆 假说 。Francis Crick 用 播 押 
碱 基 配 对 来 解释 一 个 反 密 码 子 可 解读 多 个 密码 子 
的 假说 。 

wobble position; 揭 摆 位 点 。 播 摆 碱 基 配 对 原则 允许 
的 密码 子 的 第 三 个 碱 基 。 

wyosine: Y EF. tRNA 中 高 度 修饰 的 一 种 鸟 嘎 叭 
HEM. 


x 


xeroderma pigmentosum (XP); 着 色 性 干 皮 病 。 对 阳 
光 极度 敏感 的 疾病 ， 甚 至 暴露 于 温和 的 阳光 下 也 
会 导致 许多 皮肤 癌变 ， 是 由 核 苷 切 补 修复 缺陷 所 
导致 。 

Xis: Azis 基因 产物 ， 负 责 宿主 DNA 中 对 ADNA 的 
切除 。 

XPA: 证 实 损伤 DNA 是 否 已 经 与 XPC 结合 并 帮助 
人 类 NER 复合 物 的 其 他 成 分 进行 组 装 的 一 种 蛋 
白质 。 

XPAXPG: 与 核 苷 酸 切除 修复 (NER) 相关 的 人 类 
基因 。 任 何 一 个 基因 的 突变 都 会 导致 着 色 性 干 皮 
病 (XP), 

XPB; 人 类 TF II H DNA 解 旋 酶 的 两 个 亚 基 之 一 ， 
在 NER 过 程 中 的 DNA 的 解 链 所 必需 。 

XPC: 与 男 一 种 蛋白 质 一 起 识别 DNA 损伤 并 起 始 人 
类 GG-NER, 

XPD; 人 类 TF Il H DNA 解 旋 酶 的 两 个 亚 基 之 一 。 
在 NER 过 程 中 对 于 DNA 的 解 链 是 必需 的 。 

XPF; 和 ERCC1 一 起 在 人 类 NER 过 程 中 对 DNA 
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损伤 区 的 5 端 进行 切割 。 

XPG: 一 种 在 人 类 NER 过 程 中 对 DNA 损伤 区 的 3/ 
端 进行 切割 的 内 切 核酸 酶 。 

XP-V: DNA RAN 1 基因 突变 所 导致 的 一 种 着 色 
性 干 皮 病 (XP) 的 变异 形式 。 

Xray crystallography: X 射线 晶体 学 。 见 X-ray dif- 
fraction analysis, 

X-ray diffraction analysis: X 射线 衍射 分 析 。 一 种 通 
过 晶体 分 子 的 X 射 线 衍射 来 确定 分 子 三 维 结构 的 
方法 。 

Xray: X 射线。 晶体 衍射 产生 的 高 能 量 辐射 。X 射 
线 衍射 谱 可 用 于 确定 晶体 的 分 子 形状 ，X 射线 还 
可 使 细胞 成 分 离子 化 从 而 造成 染色 体 的 破坏 。 

X2: 一 种 人 类 5' 一 3' 外 切 核酸 酶 ， 降 解 共 转录 切 
割 后 的 下 游 RNA 产物 ， 引 起 转录 终止 。 


Y 


YAC: 见 yeast artificial chromosome, 

yeast artificial chromosome: BE A Tat fi tk, — fh 
高 容量 的 克隆 载体 ， 由 酵母 的 左右 两 个 端 粒 和 着 
丝 粒 组 成 。 置 于 着 丝 粒 和 一 个 端 粒 之 间 的 DNA 
成 为 YAC 的 一 部 分 并 在 醇 母 细胞 中 被 复制 。 

yeast two-hybrid assay; 酵母 双 杂 交 检 测 技术 。 分 析 
两 种 蛋白 质 互 作 的 技术 。 其 中 一 种 蛋白 质 〈 称 作 
“ 饵 ") 与 来 自 另 一 蛋白 质 的 DNA 结合 域 形成 融 
合 蛋 白 。 其 他 蛋白 质 〈 靶 ) 与 转录 激活 城 形成 融 
合 蛋白 。 如 果 两 种 融合 蛋白 在 细胞 中 相互 作用 ， 
它们 就 形成 能 够 激活 一 个 或 多 个 报告 基因 的 激活 
因子 。 


Z 


Z-DNA: 双 链 DNA 左手 螺旋 模式 ， 其 骨架 呈现 之 字 
形 结构 。 这 种 结构 往往 通过 叶 叭 和 喀 啶 间 的 交互 
伸展 作用 而 稳定 。 

zinc finger: 锌 指 结构 。 一 种 与 DNA 结合 的 模 体 ， 
其 结构 由 1 个 锌 离子 和 4 个 氨基 酸 组 成 ， 通 常 是 2 
个 半 胱 氨 酸 和 2 个 组 氨 酸 。 此 模 体 呈 手指 形状 ， 
与 DNA 的 大 沟 特异 结合 。 


q@amanitin: eE (W) BRK, EMR R 
种 有 毒 葛 菇 中 产生 的 一 种 毒素 。 当 毒素 的 浓度 很 
低 时 ， 可 抑制 RNA 聚合 酶 工 的 活性 ， 而 当 浓 度 
提高 时 ， 则 会 抑制 RNA 聚合 酶 III 的 活性 。 通 常 
不 抑制 RNA 聚合 酶 I 的 活性 。 

B camp: B$, DNA 聚合 酶 Il 全 酶 中 B 亚 基 的 二 
聚 体 ， 它 能 夹 住 DNA, HEME DNA 上 ， 因 
而 使 得 DNA 复制 具有 持续 性 。 


c-complementation: a Eh, SESS BEA w 肽 与 
其 a 肽 在 活体 细胞 内 互补 产生 一 种 活性 酶 。 构 建 
一 个 克隆 载体 ， 它 具有 利用 自身 编码 的 a 肽 与 宿 
主 细胞 编码 的 o KEM a 互补 的 特点 。 因 此 ,该 
载体 单独 就 具有 a 互补 活性 ， 但 在 该 载体 中 插入 
克隆 基因 片段 时 就 不 具有 a 互补 活性 。 

y complex; y AAE. HRAN II 全 酶 的 Y、5、 
5'、 义 和 由 亚 基 组 成 的 复合 体 , 具有 钳子 装载 
活性 。 

-CTD: 细菌 RNA 聚合 酶 e 亚 基 的 羧基 末端 域 。 

Prealactosidase: PEASE ETM. AEST RE FLEET A 
糖 组 分 间 精 苷 键 的 酶 . 

Brgalactoside: PERM. HAAI, EFL 
上 的 碳 1 原子 通过 B 键 与 另 一 种 复合 物 〈 通 常 为 
糖 ) 连接 而 成 。 

Brgalactosidic bond; BE FLA. HEE FLEE 1S 
碳 原子 与 他 半 乳糖 苷 中 的 其 他 复合 物 相连 接 的 键 。 

入 gtl1: 一 种 能 携带 外 源 DNA 的 LacZ 基因 进入 入 
噬菌体 中 的 插 和 克隆 载体 。 

Prlactamase; -内 酰胺 酶 。 一 类 分 解 氨 薛 青霉素 及 相 
关 抗 生 素 并 使 细菌 对 抗生素 具有 抗 性 的 酶 。 

入 phage (lambda phage): 入 噬菌体。 大 肠 杆菌 的 一 
种 温和 噬菌体 。 可 进行 裂解 性 或 深 源 性 复制 。 

和 repressor; 入 阻 遇 物 。 形 成 二 聚 体 结合 到 》 噬菌体 
操纵 子 ORM O EHEH, Eik RER Y A 
自身 外 的 其 他 所 有 的 噬菌体 基因 的 表达 。 

P: 枯草 芽孢 杆菌 中 主要 的 o 因子 。 

P”: 大 肠 杆 菌 中 主要 的 o 因子 。 

12/23 rule; 12/23 规则 。 一 种 用 于 免疫 球 蛋 白 和 了 
细胞 受 体 基因 成 熟 的 重组 规则 。 在 此 规则 中 12 信 
号 总 是 与 23 信号 结合 ， 而 相似 的 信号 从 不 相互 
结合 。 

12 signal; 12 信号 。 在 免疫 球 蛋 白 基因 形成 机 制 中 ， 
将 保守 的 七 聚 体 和 九 聚 体 间隔 开 的 一 段 非 保守 的 
12bp 的 重组 信号 序列 (RSS), 

19S particle: 19S 颗粒 。 蛋 白 酶 体 上 的 调节 部 分 ， 也 


能 促进 某 些 基因 的 转录 延伸 。 

23 signal: 23 信和 号。 在 免疫 球 蛋 白 基因 形成 机 制 中 ， 
将 保守 的 七 聚 体 和 九 聚 体 间隔 开 的 一 段 非 保守 的 
23bp 序列 的 重组 信号 序列 (RSS). 

2hm plasmid: 2hm 质粒 。 用 于 酵母 克隆 的 基本 
质粒 。 

30S initiation complex: 30S 起 始 复合 体 。 由 30S 核 
KEE, mRNA, fMettRNAM, if th AF UL 
及 GTP 组 成 的 复合 物 。 此 复合 物 与 50S 核糖 体 亚 
基 结 合 。 

30S ribosomal subunit: 30S 核糖 体 亚 基 。 细 菌 核糖 
体 小 亚 基 ， 参 与 mRNA 的 解码 。 

3'-end: 3' 端 。 带 有 游离 的 3 羟基 的 多 聚 核 苷 酸 链 的 
末端 。 

4-thioU (sU): 4- 硫 尿 喀 啶 能 被 〈 以 4-thioUMP JE 
式 ) ABA RNA 然后 通过 紫外 交 联 到 任何 结合 于 
4-thioUMP 位 点 的 RNA 结合 蛋白 上 的 一 种 光敏 
BH. 

50S ribosomal subunit; SOS 核糖 体 亚 基 。 细 菌 的 核 
糖 体 大 亚 基 ， 与 肽 键 的 合成 有 关 。 

S‘-end: 5' 端 。 具 有 一 个 游离 〈 或 磷酸 化 的 或 帽子 化 
的 ) 5 -羟基 的 多 聚 核 苷 酸 的 末端 。 

[6-4] photoproduct: [6-4] 光 生 产物 。 由 紫外 线 照 
射 所 产生 的 DNA 损伤 ， 其 中 一 个 哮 啶 的 6 位 碳 原 
子 与 相 邻 里 啶 的 4 位 碳 原子 间 形成 共 价 连接 。 

70S initiation complex: 70S 起 始 复合 体 。 由 70S BK 
糖 体 、mRNA 和 fMet-tRNA} 组 成 的 翻译 起 始 复 
合体 。 

7-methyl guanosine (m’G); 7-FAM SWR, 4 MK 
生物 mRNA ehh HU MFR. 

7SL RNA: 识别 分 泌 蛋 白 信号 肽 的 小 RNA, 

8-oxoguanine (8-hydroxyguanine; oxoG): 8- 羟 基 鸟 
RM (oxoG)。 在 DNA 分 子 的 鸟 嘎 叭 8 位 上 含有 
一 个 羟基 的 氧化 产物 。 


翻译 28K RE 马 纪 高 友军 WAM 
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转 座 酶 680 
269 
608 


装配 因子 


着 色 性 于 皮 病 


自动 测序 仪 
组 蛋白 密码 
组 分 收集 器 
最 小 基因 组 


a 互补 48 
3 - 非 翻 译 区 
5/- 非 翻译 区 
BH 630 


83 
338 
73 
727 


. 813 + 


